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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
ALA linolenska kislina 
ATP adenozin-trifosfat 
CITO citosolna frakcija 
CMA šaperonsko usmerjena avtofagija (angl. "chaperone-mediated 
autophagy") 
CoA koencim A 
DAG  diacilglicerol 
DHA dokozaheksaenojska kislina  
EPA eikozapentaenojska kislina  
ERAD z endoplazemskim retiklom povezana razgradnja (angl. 
"endoplasmic-reticulum-associated protein degradation") 
G3P glicerol-3-fosfat 
HCV virus hepatitisa C 
HE holesterolni estri 
hGX sekretorna fosfolipaza A2 skupine X 
LA linolna kislina 
LDL lipoproteini nizke gostote 
LK lipidne kapljice 
MEM membranska frakcija 
MK maščobna kislina 
NADPH nikotinamid-adenindinukleotid-fosfat 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
NR nilsko rdeče 
OA oleinska kislina 
PA palmitinska kislina 
PNS post-jedrna frakcija 
PUFA večkrat nenasičena maščobna kislina (ang. ''polyunsaturated 
fatty acid") 
ROS reaktivne kisikove zvrsti 
SILAC stabilno izotopsko označevanje z aminokislinami v celični kulturi 








Sekretorne fosfolipaze A2 (sPLA2) se vežejo na površino različnih membranskih struktur in 
cepijo sredinsko estrsko vez fosfolipidov, pri čemer sprostijo proste maščobne kisline (MK) in 
lizofosfolipide. Delovanje človeške sPLA2 iz skupine X (hGX) na celice raka dojke MDA-MB-231 
vodi k povečanju tvorbe lipidnih kapljic (LK) in omogoči njihovo preživetje v stresnih pogojih z 
zmanjšano vsebnostjo hranil. Za učinke, ki jih ima hGX na celice MDA-MB-231, je v veliki meri 
odgovorna predvsem oleinska kislina (OA), ki tako kot hGX povzroči nastanek LK in omogoči 
preživetje stradanih celic. MK, ki se sprostijo ob delovanju hGX, povzročijo spremembe v 
metabolizmu in tvorbi LK. LK rakavim celicam dajejo prednost v hipoksičnem in s hranili 
revnem tumorskem okolju, zagotavljajo vir energije ter ščitijo pred lipotoksičnim in 
oksidativnim stresom. Funkcija LK je neločljivo povezana s proteini, ki so prisotni na površini 
fosfolipidnega monosloja LK. Proteom LK se nenehno spreminja in je odvisen od razmer ter 
tipa celice. Dosedanje proteomske raziskave so pokazale, da proteom LK vsebuje 100–150 
proteinov, za nekaj več kot 50 proteinov pa so prisotnost na LK tudi potrdili. Z LK povezani 
proteini spadajo v različne proteinske družine z raznolikimi funkcijami, ki so le redko povezane 
z lipidnim metabolizmom. V tem delu smo raziskali, kako delovanje hGX in enega izmed njenih 
produktov, OA, spremeni sestavo proteoma LK v celicah raka dojke. Ponovljivost in zanesljivost 
proteomskih rezultatov na izoliranih LK smo želeli izboljšati z izvedbo več tehničnih in bioloških 
ponovitev. Rezultate smo kvantificirali z uporabo dveh različnih pristopov kvantitativne 
proteomike (SILAC, angl. ''stable isotope labeling by amino acids in cell culture'' in LFQ, angl. 
''label free quantification''). V izoliranih frakcijah LK smo zaznali 432 proteinov, vsaj 12 % 
(50/432) le-teh pa smo lahko uvrstili med proteine, ki so zelo verjetno povezani z LK. Med 
slednjimi je bilo 17 že znanih, "bona fide" proteinov LK. Velik del zaznanih proteinov (49 %, 
213/432), za katere dejanske povezanosti z LK nismo mogli določiti, predstavlja potencialne 
nove kandidate proteinov LK. Preostali del zaznanih proteinov pa so zelo verjetno 
kontaminante iz drugih celičnih razdelkov (39 %, 169/432). Dobro poznani proteini LK so bili 
prisotni tudi pri celicah, ki niso bile izpostavljene povečani količini lipidov. Pri celicah, ki smo 
jih tretirali s hGX in OA, smo na LK zaznali proteine z različnimi funkcijami, med katerimi je 
največ proteinov lipidnega in oksidoredukcijskega metabolizma. LK celic, tretiranih z encimom 
hGX, so v primerjavi s celicami tretiranimi z OA in kontrolno skupino vsebovale večje število 
potrjenih proteinov LK. Dodatek OA ali hGX k celicam raka dojke je povzročil povečanje količine 
skoraj vseh potrjenih proteinov LK z izjemo perilipina 3. Trenda sprememb v količini proteinov 
sta podobna v celicah, tretiranih s hGX, in v tistih, tretiranih z OA. Raznolikost proteinov in 
spremembe v proteomu LK kažejo na pomembno vlogo LK v odzivu na stresni odgovor in 
homeostatske procese v celici. 
Ključne besede: lipidne kapljice, fosfolipaza, maščobne kisline, celice raka dojke, lipidi. 
  
Abstract: 
Secreted phospholipase A2 (sPLA2) enzymes bind to the surface of various membrane 
structures and cleave the sn-2 ester bond of glycerophospholipids, releasing free fatty acids 
(FFAs) and lysophospholipids. The action of the human group X (hGX) sPLA2 on MDA-MB-231 
breast cancer cells induces lipid droplet (LD) biogenesis and enables cell survival during 
starvation. FFAs, in particular oleic acid (OA), liberated from membrane phospholipids by the 
enzymatic activity of hGX sPLA2 are responsible for LD formation and the pro-survival effect 
of the enzyme. The released FFAs are incorporated into growing LDs, but also induce other 
changes in lipid metabolism and signalling that endow cancerous cells with a growth 
advantage in the hypoxic and nutrient-poor tumor microenvironment. LDs accumulate in 
stressed cancer cells, acting as sources of energy and providing protection against lipotoxic 
and oxidative stress. The functions of LDs are inherently determined by the proteins present 
on their surface, bound to the LD phospholipid monolayer. Dynamic alterations in the LD 
protein coat are crucial for the adaptation of LDs to fluctuating metabolic states. Currently, 
the high confidence lipid droplet proteome consists of 100–150 proteins in a prototypical 
mammalian cell, whereby the presence on LDs has been experimentally validated for more 
than 50 proteins. Interestingly, numerous proteins belonging to different functional groups, 
mostly not related to lipid metabolism, associate with LDs. Here we investigated the changes 
in the LD proteome of MDA-MB-231 breast cancer cells induced by treatments with hGX and 
one of its products, OA. In order to improve the reproducibility and reliability of our proteomic 
analyses of isolated LDs, we performed several technical and biological replicates. Changes in 
LD proteome were quantified with two different proteome profiling strategies (SILAC, "stable 
isotope labeling by amino acids in cell culture" and LFQ, "label free quantification"). In total, 
we identified 432 proteins in LDs isolated from MDA-MB-231 breast cancer cells. At least 12% 
(50/432) were classified as high confidence LD-associated proteins, including 17 already well 
recognized, "bona fide" LD proteins in mammalian cells. Based on the current literature, we 
could not assign a clear association with LDs for almost half of the detected proteins (49%, 
213/432), suggesting that these could potentially represent new LD proteins. The rest of the 
detected proteins, however, were likely contaminants from other cell compartments (39%, 
169/432). Interestingly, proteins involved in lipid and redox metabolism were the most 
abundant protein classes observed on LDs. Importantly, cells treated with hGX contained 
more high confidence LD proteins than untreated cells and those treated with OA. However, 
several well-known LD proteins were also detected in untreated cells that were not exposed 
to excess amounts of lipids. With the expection of perilipin 3, the addition of OA or hGX to 
breast cancer cells caused a significant increase in the amounts of high confidence LD proteins. 
A similar trend in the determined quantitative changes in the LD proteome were observed for 
cells treated with hGX and those with OA. The observed protein diversity and dynamics of the 
LD proteome suggest an involvement of LDs in homeostatic processes and the cancer cell 
stress response. 






Maščobne kisline (MK) so v vodi slabo topne in v presežnih količinah toksične za celico, zato 
jih celice pretvorijo v trigliceride (TAG) in shranijo v lipidnih kapljicah (LK). Na ta način celice 
shranijo veliko zalogo energije v inertni in kompaktni obliki, saj LK v primerjavi s solvatiranimi 
oglijkovimi hidrati ne povečajo osmolarnosti znotraj celice [1]. Čeprav so LK najopaznejši 
organel adipocitov, so prisotne tudi v drugih tipih celic [2]. LK se pri celicah, med katerimi so 
tudi rakave, ne tvorijo le zaradi zaloge energije, temveč tudi ščitijo celico v stresnih pogojih, 
ko primanjkuje hranil ali kisika in tudi takrat, ko so celice izpostavljene povečani količini 
lipidov [3,4]. Zaradi vpletenosti v mnoge procese so LK danes že prepoznane kot funkcionalni 
organeli. Neustrezno shranjevanje lipidov in motnje v tvorbi LK pa so povezane s številnimi 
patološkimi stanji. Okvare v razgradnji TAG se odrazijo v kopičenju LK v mišicah, koži in 
centralnem živčnem sistemu. Mutacije proteinov, ki so ključni za tvorbo velikih LK pri 
adipocitih, vplivajo na kapaciteto shranjevanja lipidov in privedejo do lokalne lipodistrofije in 
inzulinske rezistence. Povečan delež lipidov v krvnem obtoku povzroči nalaganje maščobe v 
drugih tkivih, predvsem v jetrih, skeletnih mišicah in srcu. Zamaščenost jeter je povezana z 
motnjami v shranjevanju lipidov zaradi infekcije s hepatitisom C ali nezmožnostjo izločanja 
lipoproteinov majhne gostote (LDL) [5]. Kljub vpletenosti v številna patološka stanja je vloga 
LK zaščitna za celice. Motnje v delovanju celic in organov pa so posledica dolgotrajnejše 
izpostavljenosti lipidnemu bremenu in preseženi zmožnosti shranjevanja lipidov. 
1.1 Z LK se povezujejo proteini različnih funkcionalnih skupin 
Notranjost LK je sestavljena iz holesterolnih estrov in TAG obdanih s fosfolipidnim 
monoslojem, v katerega so na zunanji strani vsidrani proteini. Lipidni gradniki LK so dobro 
poznani, manj pa je znano, kakšne so spremembe v sestavi proteinov na površini LK. Še pred 
tremi desetletji bi bilo nenavadno pomisliti, da so na lipidnih strukturah znotraj celice prisotni 
tudi proteini, saj so LK veljale le za nevtralno skladišče TAG in holesterolnih estrov. Po odkritju 
perilipina 1 (PLIN1) na LK adipocitov in spoznanju, da LK obdaja fosfolipidni monosloj, je bilo v 
povezavi z LK zaznanih že veliko proteinov vpletenih v sintezo in razgradnjo lipidov 






Slika 1.1: Struktura lipidne kapljce. Notranjost LK sestavljajo holesterolni estri in trigliceridi, obdani s 
fosfolipidnim monoslojem, v katerega so vsidrani različni proteini.  
Ker je poznavanje proteinov pomembno za razumevanje funkcije vsakega organela, se je s z 
razvojem proteomike začelo obširno raziskovanje proteoma tudi pri LK. Postopki izolacije LK 
so omogočili proteomsko analizo LK iz različnih celičnih tipov in tkiv (fibroblasti, adipociti, 
hepatociti, makrofagi, mišične celice, epitelij, mlečne žleze) ter modelnih organizmov 
(kvasovke, insekti, alge, bakterije) [2]. Poleg pričakovanih proteinov lipidnega metabolizma, 
lipaz, sintaz acil-CoA in acil transferaz, je bil velik del rezultatov presenetljiv, saj so bili nekateri 
proteini značilni za ostale organele in nepovezani z lipidnim metabolizmom. Dosedanje 
raziskave so pokazale, da proteom LK pri sesalcih obsega od 100 do 150 proteinov [5]. Nekaj 
proteinov iz množice identificiranih je pritegnilo več pozornosti, zato so njihovo prisotnost na 
LK še dodatno potrdili s fluorescenčno mikroskopijo. Na tak način so do danes pri sesalcih 
potrdili 53 proteinov LK [8]. Kljub razlikam med študijami, se pri vseh pojavljajo značilne 
funkcionalne skupine proteinov. LK so poleg nevtralnega skladiščenja TAG vpletene v mnoge 
druge procese v celici, kar odraža raznolikost proteinov, ki se z njimi povezujejo. Poleg 
proteinov lipidnega metabolizma, so na LK prisotni proteini redoks metabolizma in 
metabolizma sladkorjev. Z LK so povezani proteini, pomembni pri organizaciji membran in 
citoskeleta. Prisotni so proteini, vključeni v avtofagijo in proteasomsko razgradnjo. Z LK se 
povezujejo tudi proteini, ki so potrebni za sintezo signalizacijskih molekul in celo proteini 
transkripcije, značilni za jedro celice [8]. 
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1.2 LK ščitijo celice pred lipotoksičnim in oksidativnim stresom 
Prilagoditev rakavih celic je ključna za preživetje znotraj tumorskega mikrookolja, kjer 
primanjkuje kisika in je dostop hranil omejen. V odziv na stresne pogoje rakave celice tvorijo 
LK, ki jim omogočijo preživetje v zahtevnih presnovnih razmerah [9]. Kopičenje LK so opazili 
pri več različnih vrstah raka, med katerimi so; rak dojke, možganov, jeter, pljuč, materničnega 
vratu, prostate, črevesja, jajčnikov, kožni rak in rak trebušne slinavke [9]. Povišano kopičenje 
lipidov pri tumorjih pa je povezano z njihovo večjo agresivnostjo in s slabšim izidom 
zdravljenja. 
Kljub temu, da v okolici celice primankuje hranil, se sprožijo mehanizmi, ki privedejo do tvorbe 
LK, kar je nenavadno, saj je sinteza TAG v primerjavi z oksidacijo MK energijsko potratnejši 
proces. V razmerah, ko celice stradajo, se sproži proces lipolize in avtofagije, ki reciklira 
strukturne lipide znotraj celice. Takrat se količina lipidov nenadoma poveča, zato jih celica 
pretvori v  TAG in shrani v LK ter se tako zaščiti pred njihovo toksičnostjo. Nenadzorovano 
sproščanje MK je namreč preveliko breme za mitohondrije in poruši mitohondrijski 
membranski potencial ter lahko privede do celične smrti [5]. Tvorba LK v pogojih stradanja je 
zato ključna za zaščito celice pred lipotoksičnostjo in za nadzorovan pretok MK do 
mitohondrijev. Opazili so, da so LK prisotne tudi v celicah na področjih tumorja, kjer je količina 
kisika omejena. V hipoksičnem okolju celice povečajo privzem MK in tvorijo LK, ki celico ščitijo 
pred povečanim oksidativnim stresom in omogočijo preživetje v hipoksičnih pogojih [10]. 
LK se tvorijo tudi ob povečani količini lipidov v okolju. S privzemom lipidov iz okolja, celice 
preprečijo njihovo lipotoksičnost. Nasičene maščobne kisline, predvsem palmitinska kislina 
(PA), povečajo reaktivne kisikove zvrsti (ROS) v mitohondrijih in ER. Dodatek oleinske kisline 
(OA) zmanjša toksične učinke PA, tako da jo usmeri v pretvorbo v TAG in shranitev v LK [9]. 
Polinenasičene maščobne kisline (PUFA) so najbolj podvržene peroksidaciji, ki privede do 
povečanja ROS in lahko poškoduje celične membrane in proteine. Ugotovili so, da celice glia 
privzamejo PUFA in jih shranijo v LK ter s tem preprečijo njihovo oksidacijo in omogočijo 
proliferacijo sosednjih nevronskih celic [9]. Tvorba in razgradnja LK omogoči prilagoditev celic 
na stresne pogoje, zato je lahko pomembna tarča pri zaviranju rakavih lastnosti. 
1.3 Lipidni metabolizem zagotavlja rast in preživetje rakavih celic 
Spremenjen metabolizem je eden glavnih značilnosti rakavih celic, saj rakave celice izrabljajo 
funkcionalne metabolne poti, ki jim pomagajo pri širitvi in preživetju tudi v zahtevnejših 
razmerah znotraj tumorskega mikrokolja. Poleg značilne povečane aerobne glikolize v 
odsotnosti mitohondrijske oksidacije ogljikovih hidratov, je spremenjen tudi lipidni 
metabolizem rakavih celic. Lipidi so namreč potrebni za tvorbo membran pri nastajajočih in 
rastočih celicah. Pri pomanjkanju hranil v mikrookolju celice, so glavni vir energije in so 
potrebni za sintezo signalnih molekul, ki spodbujajo invazivnost rakavih celic. Učinkovit pretok 
lipidnih gradnikov zahteva pravilno delujoč sistem celičnih organelov. Glavno stičišče 
metabolnega pretoka lipidov so LK. Pri povečani lastni sintezi MK ter pri pospešeni lipolizi in 
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avtofagiji ali pri povečanem vnosu MK iz okolja, omogočijo nevtralno skladiščenje lipidov, ki 
jih glede na potrebe po energiji postopoma posredujejo mitohondrijem.  
Rakave celice so sposobne povečati lastno sintezo MK, da zagotovijo potrebi po strukturnih 
lipidih, ki so potrebni za hitro rast in proliferacijo. Sinteza MK se vrši v citosolu s postopnim 
dodajanjem dveh ogljikovih enot, zanjo pa je potreben redukcijski potencial, ki je shranjen v 
obliki nikotinamid-adenindinukleotid-fosfata (NADPH). Pri sesalcih sta produkta de novo 
sinteze MK najpogosteje PA (16:0) in stearinska kislina (18:0), ostale MK pa se tvorijo v 
manjšem deležu. Sesalci so sicer zmožni lastne sinteze nekaterih, ne pa vseh, PUFA. Za človeka 
sta esencialni le dve MK, linolenska (ALA, 18:3Δ9,12,15, ω-3) in linolna kislina (LA, 18:2Δ9,12, ω-6), 
ostale ω-3 in ω-6 PUFA pa lahko z nizko učinkovitostjo sintetiziramo iz njiju. Med pomembne 
PUFA spadajo arahidonska kislina (AA, 20:4Δ5,8,11,14, ω-6), eikozapentaenojska kislina (EPA, 
20:5Δ9,12,15, ω-3) in dokozaheksaenojska kislina (DHA, 22:6Δ4,7,10,13,16,19, ω-3), ki so pomemben 
vir sinteze signalnih molekul. Proteini, ki omogočijo privzem MK iz okolja so transportni 
proteini CD36 in proteini, ki vežejo MK, transportni proteini MK (FATP) in vezavni proteini za 
MK (FABP). Metastaze raka jajčnikov v okolici aktiviranih adipocitov povečajo privzem MK in 
izražanje transportnega proteina FABP4 [11].  
MK, usmerjene v zalogo energije, se pretvorijo v TAG in shranijo v LK. Glavna biosintezna pot 
TAG je t.i. Kennedijeva ali glicerol 3-fosfatna pot, kjer pride do tvorbe estrske vezi med MK in 
glicerolom. Pred zaestritvijo MK z glicerolom je potrebna povezava MK s koencimom A (CoA). 
Aktivacijo prostih MK v citosolu katalizira acil-CoA sintetaza (ACSL). Vir glicerola je lahko 
glikoliza, kjer glicerol-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) pretvori dihidroksiaceton fosfat v 
glicerol-3-fosfat (G3P) ali pa pride do aktivacije prostega glicerola z glicerol kinazo. Encim 
glicerol-3-fosfat aciltransferaza (GPAT) omogoči povezavo aktivirane MK in glicerol-3-fosfata, 
pri tem nastane monoacil glicerol-3-fosfat ali lizofosfatidna kislina. Naslednji encim acil-
glicerol-fosfat aciltransferaza (AGPAT) doda drugo MK in nastane fosfatidna kislina (PK). 
Pretvorbo fosfatidne kisline v diacilglicerol (DAG) izvrši encim fosfataza fosfatidne kisline (lipin, 
PAP). Zadnji korak v sintezi TAG izvede encim diacilglicerol aciltransferaza (DGAT), ki je ključen 
za regulacijo in hitrost nastajanja TAG.  
V razmerah, ko pride do hormoske stimulacije z glukagonom, se aktivira protein kinaza A. 
Metabolizem se usmeri v sproščanje MK shranjenih v obliki TAG v LK ali fosfolipidih membran. 
Vir lipidov zagotavlja tudi lipofagija LK in avtofagija ostalih membranskih struktur. Glavne 
lipaze TAG v LK so adipozna trigliceridna lipaza (ATGL), hormonsko občutljiva lipaza (HSL) in 
monoacilglicerol lipaza (MAGL). MK membranskih fosfolipidov se sproščajo ob delovanju 
citosolnih fosfolipaz, v avtolizosomih pa deluje lizosomska kisla lipaza (LAL). Sproščene MK se 
usmerijo v -oksidacijo v mitohondrijih, kjer hitrost oksidacije določa prehajanje MK preko 
mitohondrijske membrane s pomočjo karnitinskega transportnega sistema dveh 
membranskih encimov, karnitin-acil transferaze 1 in 2 (CPT1 in CPT2).  
Lipidi in proste MK ne služijo samo kot vir energije, ampak so potrebni tudi za signalizacijo. 
Lipoliza TAG in fosfolipidov sprosti MK, ki so na voljo za sintezo signalnih molekul, t.i. lipidnih 
mediatorjev, primarno vpletenih pri vnetnem odzivu. Povečana sinteza vnetnih lipidnih 
mediatorjev spodbuja invazivnost rakavih celic ter pospeši njihovo širjenje in metastaziranje 
[12]. Eikozanoidi so lipidni mediatorji, ki nastanejo iz prostih PUFA, predvsem AA. Encimi 
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potrebni za njihovo sintezo so prisotni na LK, ki je hkrati tudi mesto sinteze prostaglandinov in 
levkotrienov [13]. Na LK so prisotni encimi lipooksigenaze (LOX, ALOX5, ALOX15, ALOX5AP) in 
ciklooksigenaze (COX), potrebni za pretvorbo AA v eikozanoide. Prav tako so na LK prisotni 
tudi encimi levkotrien sintaza 4 (LTC4S) in prostaglandin E2 sintaza 2 (PTGES2), potrebni v 
kasnejših stopnjah pretvorbe eikozanoidov v različne aktivne oblike [13,14]. LK imajo zato 
aktivno vlogo pri celičnem signaliziranju, ki pri rakavih celicah spodbuja vnetni odziv, 
angiogenezo in olajša migracijo. 
1.4 Sekretorna fosfolipaza A2 skupine X sprošča MK in povzroči nastanek LK pri celicah 
raka dojke 
Sekretorne fosfolipaze A2 (sPLA2) se vežejo na površino različnih membranskih struktur in 
cepijo estrsko vez fosfolipidov, pri čemer sprostijo proste MK in lizofosfolipide. sPLA2 v 
zunanjem okolju celice delujejo avtokrino na membrane lastnih celic ali parakrino na ostale 
fosfolipidne strukture lipoproteinov, prehranskih lipidov, mikrobnih membran in 
mikroveziklov [4]. Človeška sPLA2 skupine X (hGX) se izraža v vranici, priželjcu, perifernih krvnih 
levkocitih, trebušni slinavki, pljučih in črevesju [15]. Predhodni rezultati naše skupine so 
pokazali da hGX povzroči nastanek LK pri celicah raka dojke MDA-MB-231 in poveča njihovo 
preživetje v stresnih pogojih z zmanjšano vsebnostjo hranil [4]. Produkt encimskega delovanja 
hGX so različne mononenasičene in polinenasičene MK (PUFA), ki imajo neposreden vpliv na 
delovanje celice, saj se lahko usmerijo v -oksidacijo, pretvorijo v TAG in shranijo v LK ali pa se 
vključijo v fosfolipide novih membranskih struktur [9]. Velika količina nasičenih MK deluje 
toksično, medtem ko nenasičene MK, kot je OA spodbujajo delitev rakavih celic in omogočijo 
preživetje v daljših obdobjih brez hranil. Fosfolipidi sesalskih celic na položaju sn-2 vsebujejo 
predvsem OA in LA, kar je v skladu s tem, da sta OA in LA poglavitni MK, ki se sprostita ob 
delovanju hGX [4]. Za učinke, ki jih ima hGX pri celicah MDA-MB-231, je v veliki meri odgovorna 
predvsem OA, ki tako kot hGX, povzroči nastanek LK in omogoči preživetje stradanih celic. 
Poleg OA in LA pa hGX v manjšem deležu sprošča tudi mešanico PUFA, kot so AA, EPA in DHA, 
kar potrjuje ugotovitev, da delovanje hGX poveča delež PUFA v TAG LK pri celicah MDA-MB-
231 [3,4]. AA je pomembna v sintezi prostaglandinov, predvsem prostaglandina E2, ki spodbuja 
vnetni odziv in invazivnost rakavih celic. Poleg AA pa sta tudi EPA in DHA vir za sintezo drugih 
lipidnih mediatorjev, maresinov, protektinov in resolvinov, pomembnih za prenehanje 
vnetnega odziva [16]. Učinek posameznih MK je odvisen od stopnje nasičenosti in njene 
koncentracije v okolju celice [3]. Medtem ko imajo OA, LA ter nižje koncentracije DHA in EPA 
(do 50 M) ugoden učinek na preživetje stradanih celic, visoke (100 M) koncentracije PUFA 
(DHA, EPA, AA) pa imajo negativen učinek na preživetje stradanih celic [3,4]. Dodatek visokih 
koncentracij PUFA v kombinaciji s hGX povrne njihov ugoden učinek in zaščiti celice pred 
citotoksičnim delovanjem, saj usmeri pretvorbo PUFA v TAG in stimulira nastanek LK [3]. hGX 
ima podoben učinek tudi na celice T-47D, in sicer povzroči nastanek LK in poveča preživetje 
celic v pogojih stradanja. Vendar je v nasprotju s celicami MDA-MB-231 dodatek OA toksičen 
za celice T-47D, čeprav OA povzroči nastanek LK [4]. Presenetljivo pa je tudi, da PUFA 
omogočijo preživetje celic T-47D v pogojih stradanja. Ugoden učinek na preživetje celic, ki ga 
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ima hGX pri različnih celicah, je zato najverjetneje odraz postopnega sproščanje mešanice 
mono- in polinenasičenih MK. 
Fiziološko je zunanji vir lipidov ključen v okoljih, kjer je potreba po hranilih velika in njihova 
dostopnost omejena. Adipociti pripomorejo k večji agresivnosti rakavih celic in spodbujajo 
njihov razvoj, saj rakavim celicam zagotavljajo presnovno podporo. Maščobno tkivo je namreč 
vir lipidov in vnetnih faktorjev, ki pospešijo lipidni metabolizem, spodbujajo metastaziranje in 
zagotavljajo odpornost rakavih celic [17]. Pri adipocitih pride do lipolize in neposredne 
izmenjave lipidov z metastazami raka jajčnikov, ki povečajo privzem MK in pospešijo proces -
oksidacije [18]. hGX lahko v svojo okolico izločajo rakave, stromalne ali imunske celice, njeni 
učinki pa niso omejeni le na lastne celice, saj v okolju zunaj celice deluje tudi na bližnje 
membrane in fosfolipidne sturkture in zagotavljajo vir MK tam, kjer je dostop do serumskih 
lipidov omejen. Zato lahko MK, ki se sprostijo ob delovanju hGX, pripomorejo k ugodni 
prilagoditvi metabolizma in tvorbi LK, ki rakavim celicam dajejo prednost v hipoksičnem in s 
hranili revnem tumorskem okolju, saj jim zagotavljajo vir energije ter ščitijo pred lipotoksičnim 
in oksidativnim stresom. 
1.5 LK so v tesnem stiku z ostalimi organeli 
Povezave, ki jih LK tvorijo z ostalimi organeli, so pomembne za normalno delovanje in funkcijo 
LK. Za povezavo med dvema organeloma je potreben proteinski kompleks, ki poveže oba 
organela. Proteini, potrebni za vzpostavitev povezave za večino stičnih mest, niso poznani. LK 
lahko vzpostavijo povezavo tudi preko membranskih mostov, kjer pride do fuzije membran 
obeh organelov. Takšen način povezave je značilen za povezavo LK z ER in peroksisomi. 
Povezava LK z ER je vedno prisotna v procesu nastajanja LK. Encimi na ER na začetku tvorbe LK 
sintetizirajo lipide, ki se kopičijo v hidrofobnem področju acilnih repov znotraj membrane ER. 
Med brstenjem LK se povečuje njihova velikost in so v zadnji fazi z ER povezane samo še preko 
membranskega mostu. Med nastankom LK je tvorba membranskega mostu ključna za 
prehajanje proteinov med obema organeloma. Nekateri izmed encimov, kot so GPAT in DGAT 
se v procesu nastajanja prestavijo na površino LK [19]. Pri kvasovkah lipidni monosloj LK ostane 
ves čas neprekinjeno povezan z membrano ER. Pri sesalskih celicah se LK lahko odcepijo od 
ER, vendar so opazili, da velik del LK še vedno ostane v tesnem kontaktu z ER. Do povezave 
lahko pride na več različnih mestih hkrati. Povezavo ER z LK naj bi omogočil predvsem protein 
seipin, poleg katerega k povezavi prispeva tudi DGAT2 in transportni protein MK (FATP) [5]. LK 
lahko povečajo svojo velikost ob zlitju s sosednjimi LK. Zlivanje LK omogočijo proteini iz družine 
CIDEC, ki so pomembni predvsem za tvorbo velikih LK pri adipocitih. Pomanjkanje proteinov 
CIDEC privede do številnih majhnih LK, povečano izražanje pa do velikih LK. Poleg fuzije LK je 
pomembno tudi njihovo tesno združevanje. K združevanju LK in tvorbi skupkov prispevajo 
homodimeri proteina AUP1. CIDEC proteini ustvarijo kanal preko katerega poteka prenos TAG 
med dvema LK. Prenos TAG vedno poteka v smeri od manjše proti večji LK. Povezava LK preko 
proteinov CIDEC pa ne omogoča izmenjave proteinov. Fuzija LK je ključna za shranjevanje 
velike količine TAG pri adipocitih, saj se po združitvi dveh LK zmanjša površinska napetost, ki 
določa izpostavljenosti površine citosolnim lipazam. Motnje v združevanju LK zmanjšajo 
kapaciteto shranjevanja lipidov in povečajo lipotoksičnost [5]. LK so bile opažene tudi znotraj 
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jedra. Pri kvasovkah LK nastanejo z brstenjem notranje jedrne membrane. Za stabilno 
povezavo med jedrno membrano in LK je potrebna lokalizacija seipina v jedru celice. LK v jedru 
lahko podpirajo širjenje jedrne membrane in omogočijo strukturno organizacijo 
transkripcijskih faktorjev. Prisotnost PLIN5 v jedru je povezana z regulacijo transkripcije 
mitohondrijskih genov [5]. MK, ki se sprostijo pri lipolizi LK, se lahko usmerijo v mitohondrije 
in porabijo za proizvodnjo energije v procesu -oksidacije. Prenos MK se zgodi na področju 
stika LK z mitohondriji. Povezava LK in mitohondrijev se še dodatno okrepi v pogojih stradanja. 
Tesen stik omogoči popolno usmeritev MK v oksidacijo in zmanjša možnost lipotoksičnosti in 
neželjeno pretvorbo v signalne ali strukturne molekule. V rjavem maščevju ima povezava LK 
in mitohondrijev ravno obraten namen, saj mitohondriji zagotavljajo nastanek adenozin-
trifosfata (ATP), ki je potreben za aktivacijo MK in sintezo TAG. Za povezavo LK z mitohondriji 
je pomemben PLIN5. Interakcija PLIN5 z lipazo ATGL vpliva na lipolizo TAG in razgradnjo LK 
[19]. LK se povezujejo tudi s peroksisomi, kjer, prav tako kot v mitohondrijih, poteka -
oksidacija. Peroksisomi so potrebni predvsem za oksidacijo dolgoverižnih MK, kar kaže na to, 
da je povezava z LK pomembna za razgradnjo specifičnih MK. Molekularni mehanizmi 
povezave do sedaj še niso poznani. Povezava LK s peroksisomi se pri kvasovkah zgodi z zlitjem 
zunanje fosfolipidne membrane peroksisoma, kar pa še ni bilo pokazano tudi za sesalske celice 
[5]. LK z lizosomi vzpostavijo dolotrajnejše in kratkotrajne povezave. Pri povezavi pride do 
šaperonsko usmerjene avtofagne (CMA) razgradnje proteinov PLIN2 in PLIN3. V procesu CMA 
protein HSC70 prepozna substrate in jih usmeri v lumen lizosoma. Prehod v lumen omogoči 
protein LAMP2A. V odziv na pomanjkanje hranil se HSC70 poveže s PLIN2 in ga usmeri v 
razgradnjo v lizosomu. Razgradnja PLIN2 olajša dostopnost površine lipazam in razgradnjo 
TAG. 
1.6 Rast in razgradnjo LK uravnavajo proteini na površini LK 
LK nastanejo s kopičenjem TAG med membranskim dvoslojem ER, kjer se postopoma povečajo 
in odcepijo. Fosfolipidni monosloj LK izvira iz zunanje membrane ER. V procesu nastajanja LK, 
imajo pomembno vlogo tudi različni proteini, ki pospešijo in stabilizirajo konveksno 
ukrivljenost membrane v citosolni smeri. Ni še ugotovljeno, ali je mesto nastanka naključno ali 
se zgodi na točno določenih mestih ER. Po nastanku LK na ER je povečanje LK možno na dva 
različna načina. Med LK različnih velikosti lahko pride do združevanja in tvorbe večjih. Takšen 
mehanizem v normalnih pogojih ni ravno običajen in prevladjuje predvsem takrat, ko celice 
nimajo zadostne količine fosfatidilholina ali pa kopičijo fosfatidno kislino ter hkrati izražajo 
CIDEC, ki je ključen pri fuziji LK [20]. Drug mehanizem, ki vodi do nastanka večjih LK pa je 
dodatno nalaganje novih lipidov v sredico LK. Pri pogojih, ko se pojavi višek MK in sta 
spodbujena sinteza in shranjevanje TAG, se velikost LK lahko poveča že v nekaj urah. Pri 
potrebi po energiji se te zaloge porabljajo, zato LK hitro spreminjajo velikost. Znano je, da so 
encimi sinteze TAG prisotni v membranah ER, novejše raziskave pa kažejo na pomen sinteze 
TAG, ki se vrši neposredno na LK [20,21]. Ključen encim v zadnjem koraku sinteze TAG je 
DGAT2. Ugotovili so, da se encim nahaja tudi na površini LK, kar sicer ne odraža nujno tvorbe 
novih TAG, saj je možno da se vrši le recikliranje TAG. Za sintezo TAG iz MK je namreč potreben 
celoten set encimov [20]. Na površini LK se nahaja tudi protein ACSL3, ki proste MK aktivira s 
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konjugacijo s CoA in omogoči njihovo zaestritev z glicerolom [22]. Ključen encim v regulaciji in 
hitrosti nastajanja TAG pa je predvsem GPAT, ki katalizira prvi korak v sintezi TAG. 
Presenetljivo je, da sta v celici lahko prisotni dve populaciji LK, ki rasteta različno hitro. Manjše 
LK, ki ohranjajo svojo velikost in večje, hitro rastoče LK, se razlikujejo prav v setu encimov, ki 
so prisotni na njihovi površini. Pri večjih, hitro rastočih LK se GPAT4 prestavi iz ER na LK in tvori 
stabilno povezavo s površino LK ter tako omogoči rast le določenim LK. Regulacija rasti LK je 
zelo povezana z njihovo proteinsko sestavo, saj omogoča hitro in lokalno sintezo novih TAG 
[20,23]. Med večanjem LK je poleg sinteze TAG aktivirana tudi sinteza fosfolipidov, ki se prav 
tako vrši na površini LK. Z rastočimi LK se poveže fosfoholin-citidil transferaza (CCT1), ki je 
ključna za sintezo fosfatidilholina in ohranjanje homeostaze fosfolipidnega sloja. Prav tako sta 
pri rastočih LK prisotna encima lizofosfatidilholin aciltransferaza 1 in 2 (LPCAT1), ki 
zagotavljata zadostno sintezo fosfatidilholina [20,23].  
MK, shranjene v TAG, se lahko sprostijo ob delovanju specifičnih lipaz, ki se nahajajo na 
površini LK. Protein PLIN1 je prisoten na površini LK in preprečuje dostopnost TAG lipazam. 
Hormonska aktivacija protein kinaze A (PKA) povzroči fosforilacijo PLIN1, kar omogoči 
disociacijo proteina ABHD5. Protein ABHD5 se nato veže na ATGL in jo s tem aktivira, s čimer 
se sproži lipoliza TAG. HSL je lipaza, ki hidrolizira DAG v monogliceride in se aktivira šele ob 
fosforilaciji. Aktivirana PKA fosforilira tudi HSL, ki se prestavi na površino LK preko povezave s 
fosforiliranimi PLIN1. Na površini LK je prisotna tudi lipaza MAGL, ki hidrolizira monogliceride 
in sprosti MK in glicerol. Pri razgradnji fosfolipidnega sloja LK verjetno sodeluje več različnih 
citosolnih fosfolipaz, katerih substrati so tudi ostale membranske strukture v celici [24]. 
Prisotnost različnih encimov lipidnega metabolizma na površini LK kaže na to, da so LK aktivno 
mesto nastajanja in porabljanja lipidov. V hitrem in dinamičnem okolju, sinteza TAG samo na 
ER ne zadosti potrebam celice. Zato se encimi sinteze in razgradnje lipidov iz ER prestavijo na 
površino LK, kjer zagotavljajo njihovo lokalno pretvorbo. 
1.7 Povezovanje proteinov z LK 
LK niso statične strukture, saj se njihova velikost in število povečata v razmerah, ko je na voljo 
dovolj maščobnih kislin in sterolov in je povečana sinteza nevtralnih lipidov. Ko se pojavi 
potreba po energiji in lipidih, se velikost LK zmanjša. Spremembe na LK se odražajo tudi v njeni 
proteomski sestavi, ki se prilagaja potrebam celice. Poti oziroma lastnosti, ki specifično 
določajo povezavo proteinov z LK niso v celoti poznane, saj je težko ugotoviti, katere 
strukturne lastnosti določajo preferenco proteinov za vezavo na LK v primerjavi z ostalimi 
membranskimi strukturami. Vezavna površina LK se od drugih membranskih struktur razlikuje 
predvsem v tem, da je namesto lipidnega dvosloja obdana le z eno plastjo fosfolipidne 
membrane. Lipidna sestava površinskega monosloja je podobna fosfolipidni sestavi ER, kar 
odraža način tvorbe LK. Glede na način in strukturne lastnosti povezave, lahko proteine LK 
uvrstimo v dva razreda (tabela 1.1). Proteini, ki pridejo na površino LK preko membrane ER 
spadajo v razred I, v razred II pa so uvrščeni proteini, ki dostopajo do LK neposredno iz citosola. 
Možen je tudi posreden način povezave proteinov z LK, in sicer preko interakcije s proteini, ki 
so že specifično povezani s površino LK, vendar tudi takšen način povezave vedno vključuje 
neposredno povezavo vsaj enega od partnerjev z LK.  
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Tabela 1.1: Osnovni princip vezave proteinov na LK. 
razred smer translokacije vezavni motiv primer 
I iz ER hidrofobna vijačnica z zanko ACSL3, GPAT4, DGAT4, AUP1, 
UBXD8 
II iz citosola amfipatična vijačnica, lipidna modifikacija PLIN1-5, CCT1 
 
Proteini, ki jih uvrščamo v razred I, se hkrati nahajajo na ER in LK oziroma so prisotni na ER tudi 
v odsotnosti LK. Za proteine, ki se lahko umestijo v membrano LK in membrano ER je značilna 
monotopična membranska vezava [5]. Tvorba LK se začne v fosfolipidnem dvosloju ER, zato 
proteini prisotni na membrani ER lahko preidejo na področje nastajanja LK. Izjema so 
transmembranski proteini ER, ki se v principu ne morejo prestaviti iz dvoslojne membrane ER 
v en sloj fosfolipidne membrane LK, saj bi se pri tem njihovi deli usmerjeni v vodno okolje 
lumna ER-ja morali umestiti v hidrofobno jedro LK. Proteini razreda I so vstavljeni v membrano 
preko hidrofobnih zank, pri tem pa sta N-konec in C-konec proteina usmerjena v citosol 
(slika 1.2). Takšen tip vezave je značilen za nekatere proteine biosinteze lipidov, kot so na 
primer ACSL3, GPAT4, DGAT2 in proteine vključene v ubikvitinsko razgradnjo, kot so na primer 
AUP1 in UBXD8 [25]. Hidrofobne zanke proteinov se najprej umestijo v membrano ER, od 
koder se nato lahko prestavijo v nastajajočo membrano LK, vendar se številni proteini, ki so 
povezani z membrano ER preko hidrofobnih zank, ne nahajajo na LK. Pokazali so, da interakcija 
proteina UBXD8 z UBAC2, ki je rezidenčni protein ER, omejuje prehajanje UBXD8 na LK, vendar 
natančen mehanizem regulacije prehajanja ostalih proteinov med ER in LK ni poznan [5]. 
Nekatere LK ostanejo v stiku z ER preko membranskih mostov, ki omogočajo prehajanje 
proteinov med obema organeloma. Prehod proteinov je možen tudi na LK, ki niso v 
neposrednem stiku z ER. Takšen premik proteinov na LK zahteva aktivnost proteinov 
Arf1/COP-I, ki povzročijo brste majhnih nano-LK. Takšen mehanizem vpliva na prehajanje 
proteinov ATGL in GPAT4 [25].  
Proteini skupine II dostopajo do površine LK neposredno iz citosola. V to skupino spadajo tudi 
tisti proteini, ki se z LK povežejo posredno preko interakcije s proteini na površini LK ali preko 
lipidne modifikacije. Palmitoilacija pri ELMOD2 in prenilacija pri ALDH3B2 in RAB18, omogočita 
njihovo povezavo z LK, regulacija povezave z LK pa najverjetneje poteka na nivoju lipidne 
modifikacije [25]. V primeru regulacije lipolize TAG, sta ključni fosforilaciji PLIN1 in HSL, zaradi 
česar se HSL prestavi iz citosola na površino LK, tako da tvori interakcijo s proteinom PLIN1. 
Histonska proteina H2A in H2B se med embriogenezo pri vinski mušici Drosophila 
melanogaster povežeta s proteinom Jabba, ki je povezan z membrano LK [25]. Na površini LK 
pride tudi do sestavljanja delcev virusa hepatitisa C (HCV). Proteini kapside virusa HCV se 
povežejo preko amfipatičnih heliksov in omogočijo povezavo ostalih virusnih delcev [19]. 
Povezavo proteina kapside virusa Denge z LK omogoči PLIN3 [25]. Večina proteinov razreda II 
se na površino LK veže preko amfipatičnih heliksov, ki imajo hidrofobne in polarne 
aminokislinske ostanke na nasprotnih straneh heliksa (slika 1.2). Med proteini povezanimi z  
LK se aminokislinska sestava in dolžina heliksa razlikujeta. Takšnen tip vezave pa sicer ni 
izključno značilen za vezavo proteinov na LK, saj ga imajo proteini, ki se vežejo tudi na druge 
membranske strukture v celici. Proteini iz družine perilipinov (PLIN1-5) se po translaciji v 
citosolu prestavijo na površino LK [5]. Običajno je vezavna sekvenca neurejena v citosolu in 
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tvori strukturo šele ob vezavi na površino membrane. Ključen encim, ki določa hitrost sinteze 
fosfatidilholina je CCT1. Ko pri rastočih LK začne primanjkovati fosfatidilholina, se CCT1 
prestavi iz jedra celice na površino LK, kjer se aktivira in zagotavlja homeostazo 
fosfatidilholina. Za pravilno delovanje je potrebna ustrezna povezava z LK, saj mutacije na 
področju vezavnega mesta CCT1 privedejo do lipodistrofije [25]. Nepojasnjeno ostaja kako 
proteini skupine II razlikujejo med površino LK od membrane ER in ostalimi organeli, saj se 
nekateri proteini, čeprav imajo amfipatične helikse, ne povezujejo z LK [25]. Novejše raziskave 
kažejo, da so na površini LK stalno izpostavljena večja hidrofobna področja, ki so posledica 
napak pri pakiranju fosfolipidov [26]. Edinstvena površina LK selektivno pritegne tiste 
amfipatične helikse, ki vsebujejo velike hidrofobne ostanke, kar oteži vezavo proteinov z 
manjšimi hidrofobnimi ostanki. Takšen mehanizem predpostavlja, da regulacija vezave 
proteinov na LK poteka predvsem na nivoju tekmovanja proteinov za nezasedena mesta na 
membrani in ne toliko na specifičnem usmerjanju proteinov na LK [26]. 
Slika 1.2: Mehanizmi povezovanja proteinov z LK. Proteini razreda I se najprej vstavijo v membrano ER in 
vzdolžno po membrani difundirajo na področje nastajajoče LK. Večina proteinov razreda I se povezuje preko 
hidrofobne vijačne zanke. Proteini razreda II dostopajo do površine LK iz smeri citosola in se vstavijo v mesta 
membrane, kjer se pojavijo napake pri pakiranju fosfolipidov. Proteini razreda II se z LK povežejo preko amfipatiče 
vijačnice ali lipidne modifikacije. 
1.8 Odstranitev proteinov s površine LK 
Odstranitev proteinov iz LK se lahko zgodi zaradi disociacije v citosol ali premika proteinov na 
membrano ER. Proteini se zatem lahko razgradijo v proteasomu ali v procesu avtofagije 
celotnih LK. V razmerah, ko poteka pospešena lipoliza lipidov, se velikost LK zmanjša. Zaradi 
manjše površine se zmanjša tudi prostor za vezavo proteinov, ki se iz površine LK prestavijo na 
drugo lokacijo v celici. Do odstranitve proteinov družine II pride zaradi prezasedenosti 
površine, kar lahko privede do strukturnih sprememb, npr. dimerizacije heliksov in njihovega 
razvitja, zato je disociacija večinoma ireverzibilen proces (slika 1.3).  
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Na LK so prisotni proteini, povezani z ubikvitinom in tisti, ki usmerjajo proteine v proteasomsko 
razgradnjo. Protein E2 ubikvitin konjugirajoči encimi (UBE2G2) in valozin vsebujoč protein 
(VCP) se z LK povezujeta preko interakcije z UBXD8 (omogoči povezavo VCP) in AUP1 (omogoči 
povezava UBE2G2). Protein VCP v proteasomsko razgradnjo usmerja proteine označene z 
ubikvitinom in skrbi za nadzor kakovosti proteinov v mitohondrijski membrani in membranah 
ER, kjer poteka z ER povezana razgradnja (ERAD, angl. "endoplasmic-reticulum-associated 
protein degradation") (slika 1.3). Proteini razreda I se med translacijo oz. po translaciji vstavijo 
v membrano ER, od koder se lahko preko membranskih mostičkov z difuzijo prestavijo na 
površino LK. Encimi, ki regulirajo razgradnjo proteinov na ER, posredno vplivajo na 
razpoložljivost proteinov, ki se lahko prestavijo na LK. Prisotnost UBXD8 na LK je v ravnotežju 
z regulacijo njegove razgradnje na ER. Pokazali so, da povezava VCP z UBXD8 inhibira delovanje 
ATGL in povzroči povečanje LK. Prisotnost proteina c18orf32 na LK je odvisna od ubikvitinacije 
in z VCP usmerjene proteasomske razgradnje. VCP in UBXD8 regulirata energijsko homeostazo 
preko usmerjene inhibicije in razgradnje proteinov na LK [27,28]. Čeprav so na LK prisotni 
proteini, povezani z ubikvitinom in proteasomsko razgradnjo, pa ostaja nepojasnjeno ali 
proteasomska razgradnja proteinov poteka tudi neposredno na površini LK.  
V procesu avtofagije pride do razgradnje celičnih komponent v lizosomu. LK imajo dvojno 
vlogo pri avtofagiji. Lahko so mesto začetka avtofagije in vir lipidov pri oblikovanju 
avtofagosomalne membrane, hkrati pa so tudi same podvržene lizosomski razgradnji [29]. Do 
nespecifične razgradnje vseh proteinov pride v procesu avtofagije celotnih LK, imenovanem 
lipofagija (slika 1.3). Lipofagija je proces, ko se celotne LK združijo z lizosomom in pride do 
razgradnje lipidov s kislimi lipazami in proteinov s proteazami. Drug tip lizosomske razgradnje 
je bolj specifičen in privede do razgradnje le nekaterih proteinov na površini LK. Takšen tip 
avtofagije imenujemo od šaperonov odvisna avtofagija (CMA, angl. "chaperone-mediated 
autophagy") (slika 1.3). Proteini, ki so prisotni na površini LK, so pomembni za trajno 
shranjevanje TAG v notranjosti LK, saj regulirajo aktivnost in dostopnost površine lipazam. 
Med obdobjem stradanja in pri povečani potrebi po energiji se šaperon HSC70 specifično veže 
na PLIN2 in PLIN3 in ju preko povezave z lizosomskim adaptorskim proteinom LAMP-2A usmeri 
v razgradnjo v lizosomu [30]. Na LK se v pogojih stradanja vežejo proteini, pomembni za 
zgodnjo tvorbo avtofagosoma. Protein povezan z avtofagijo A2 (ATG2A) je potreben za tvorbo 
avtofagosoma in se nahaja na površini LK ter vpliva na njihovo velikost in distribucijo [29,31]. 
Na površini LK se nahaja tudi sekvestosom 1 (SQSTM1). SQSTM1 selektivno usmerja LK v 




Slika 1.3: Mehanizmi razgradnje proteinov LK. Razgradnja proteinov z ERAD (angl. "endoplasmic-reticulum-
associated protein degradation") vpliva na razporeditev proteinov med membrano ER in LK. Proteini razreda II 
se zaradi prezasedenosti membrane odstranijo s površine LK in so podvrženi proteasomski razgradnji v odsotnosti 
LK. Proteine usmerjene v razgradnjo v lizosomu CMA (angl. "chaperone-mediated autophagy") selektivno 
prepozna šaperon HSC70. Celoten nabor proteinov se neselektivno razgradi v procesu lipofagije.  
1.9 Obravnava proteomskih rezultatov na izoliranih LK 
Ovira pri interpretaciji proteomskih rezultatov na LK je relativno nizka zanesljivost določitve 
povezanosti proteinov z LK. Poleg pomanjkljive zanesljivosti je pri obravnavi rezultatov 
potrebno vzeti v obzir tudi biološko raznolikost LK oz. heterogenost LK znotraj ene celice in 
med celicami v populaciji. Lahko se razlikujejo po velikosti, funkciji, povezavi z ostalimi organeli 
in lipidni sestavi. Heterogenost v velikosti LK je prisotna že znotraj posamezne celice, postopek 
izolacije pa to heterogenost močno zmanjša, saj velike LK lažje splavajo na površino  pri 
manjših LK pa je potrebna višja centrifugalna sila ali daljši čas centrifugiranja. V eni izmed študij 
so ugotovili, da se različno velike LK razlikujejo v proteinski in fosfolipidni sestavi [32]. Na 
proteom LK vplivajo tudi različna metabolna stanja celice. Razlike so med LK, ki so v procesu 
nastajanja ali pa so ravno nastale in tistimi, ki so prisotne že dlje časa ali pa so v procesu 
razgradnje. Del zaznanih proteinov vedno vsebuje tudi kontaminirajoče proteine pri izolaciji 
LK. Pri obravnavi rezultatov je določitev kontaminirajočih proteinov kjučnega pomena, saj 
omogoča zanesljivejšo določitev funkcije proteinov LK. Izolacija LK s centrifugiranjem ne more 
zagotoviti popolne odsotnosti proteinov, ki izvirajo iz ostalih predelov celice. Zato obstaja 
verjetnost, da so zaznani proteini kontaminante in odražajo le tesno fizično povezanost LK z 
ostalimi organeli (npr. ER, mitohondriji, peroksisomi in zgodnji endosomi) [8]. Pogoste 
kontaminante so luminalni proteini ER in mitohondrijski proteini dihalne verige. V eni izmed 
študij, kjer so poskusili določiti zanesljivost ugotavljanja proteinov povezanih z LK, so frakcijo 
LK primerjali z izotopsko označenimi frakcijami izolacije LK. Glede na korelacijo prisotnosti 
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proteinov med frakcijami so določili tiste, ki so se pojavili le v frakciji LK in so bili hkrati odsotni 
v ostalih frakcijah [33]. Vendar takšen način ne upošteva možnosti, da se proteini LK lahko 
hkrati nahajajo na več mestih znotraj celice.  
Zaradi potrebe po zanesljivejših rezultatih so razvili nov pristop, ki na drugačen način izboljša 
zanesljivost določanja proteinov LK. Z uporabo nove metode so Bersuker in sodelavci 
elegantno rešili zagato dosedanjih proteomskih študij, ki so s težavo določile kontaminirajoče 
proteine. Uporabili so metodo bljižnjega označevanja, kjer pride do kovalentne povezave 
biotina s proteini v bližnji okolici encima askorbat peroksidaze (APEX). Fuzija proteina APEX z 
rezidentnim proteinom LK, PLIN2 ali ATGL usmeri encim na površino LK. Označevanje je 
mogoče v živih celicah. Po izolaciji LK so v frakciji LK upoštevani le proteini označeni z biotinom 
[8]. S tem pristopom so uspeli identificirati nove, prej nepoznane proteine in identificirali 
nekatere pogoste kontaminante proteomskih študij. Kljub izboljšanemu pristopu pa v tej 
študiji nekaterih potrjenih proteinov LK niso pripisali LK, ker so jih zaznali med proteini, ki niso 
bili biotinilirani. Prav tako jim s fluorescenčno mikroskopijo ni uspelo potrditi nekaj izbranih 
proteinov, ki so jih z metodo identificirali, kot nove in zanesljive proteine LK.  Zato je zaradi 
kompleksnosti vzorca rezultate proteomike LK še vedno potrebno opredeliti glede na ostalo 




2 NAMEN DELA 
Raziskave proteoma LK pri različnih sesalskih celicah pripomorejo k identifikaciji ključnih 
proteinov in boljšemu razumevanju funkcije LK. Vloga LK in proteinov povezanih z njimi pri 
raku, predvsem pa pri odpornosti rakavih celic na stres, so premalo raziskane. S poznavanjem 
proteoma LK in njegove dinamike v rakavih celicah pri različnih pogojih bi lahko dobili 
pomembne informacije o vlogi teh organelov pri obrambi rakavih celic pred stresom. V tem 
delu smo se posvetili vprašanju, kako se spremeni sestava proteoma LK pod vplivom delovanja 
encima hGX ali ob dodatku enega izmed njegovih glavnih produktov, OA, v agresivnih celicah 
raka dojke. Delovanje hGX na membrane celic raka dojke namreč stimulira nastanek LK in 
omogoči preživetje celic pri dolgoročnem stradanju. Pri tem se spremeni lipidna sestava TAG 
v LK, pri čemer pride do povečanja vsebnosti s PUFA zaestrenih trigliceridih. Predpostavljamo, 
da je sprememba lipidne sestave LK povezana s spremembo proteoma LK in s tem tudi 
delovanja LK. Poznavanje proteoma LK bi nam omogočilo bolje razumevanje učinkov hGX in 
predvsem vloge LK v celicah raka dojke. Optimizirali smo metodo izolacije LK, da smo pridobili 
frakcijo obogateno z LK, ki je vsebovala zadostno količino proteinov za analizo na masnem 
spektrometru. Kvantitativne spremembe proteoma LK smo analizirali po metodi brez 
izotopskega označevanja (angl. ''label-free quantification'') in po metodi SILAC (angl. "stable 
isotope labeling by amino acids in cell culture"). Rezultate proteomike smo primerjali z znanimi 
proteomskimi študijami proteinov na izoliranih LK pri sesalskih celicah in na različne načine 
ovrednotili zaznane proteine. 
2.1 Hipoteze 
Predpostavili in preverili smo sledeče hipoteze: 
- postopek izolacije LK omogoči obogatitev LK in zmanjša prisotnost proteinov iz ostalih 
celičnih struktur, 
- določanje proteoma z različnimi metodološkimi pristopi priprave vzorcev in analize 
LC/MS vpliva na zanesljivost rezultatov, 
- proteom LK s hGX tretiranih celic se razlikuje od proteoma LK z OA tretiranih celic, 






- Aceton (Carl Roth, Nemčija)  
- ACN (J. T. Baker, Nizozemska)  
- AcOH (J. T. Baker, Nizozemska)  
- DMSO (Merck, Nemčija) DTT (Sigma, ZDA) 
- DPBS (Gibco, kat. št. 14190-169, ZDA) 
- EtOH, >99,8 % (v/v) (Carlo Erba, Italija)  
- mravljična kislina (J. T. Baker, Nizozemska) 
- FBS (Gibco, kat. št. 10500-064, ZDA)  
- NaDS-PAGE, 12 % Gold Precast Gels (Lonza, kat. št. 58509, ZDA) 
- RPMI-1640 (ATCC, kat. št. 30-2001, ZDA) 
- hGX, rekombinantno pripravljen encim (pripravila dr. Maruša Rajh, IJS)  
- Jodoacetamid (GE Healthcare, Velika Britanija) 
- Koktajl inhibitorjev proteaz (Thermo Fisher Scientific, kat. št. 78425, ZDA 
- Amonijev hidrogen karbonat, NH4HCO3 (Fluka, Sigma-Aldrich, Nemčija)  
- Nilsko rdeče (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Novex Tris-glicinski 2X NaDS pufer  (Thermo Fisher Scientific, kat. št. LC2676, ZDA)  
- Oleinska kislina (Cayman, kat. št. 90260, ZDA) 
- PageBlue (Thermo Fisher Scientific, kat. št. 24620, ZDA) 
- Pierceov ionski detergent IDCR (Thermo Scientific, kat. št. 22663, ZDA) 
- Proteinski standardi BSA za določanje koncentracije proteinov (Thermo Scientific, kat. št. 
23208, ZDA) 
- Raztopina antibiotikov in antimikotikov (Gibco, ZDA)  
- Reagent Pierce 660 nm (Thermo Scientific, kat. št. 22660, ZDA) 
- TEMED (Merck, Nemčija)  
- TrypLE Select (Life Technologies, kat. št. 12563-029, ZDA)  
- Tripsin (Sigma-Aldrich, Nemčija)  
- Tripan modro (Sigma-Aldrich, kat. št. T8154, Nemčija) 
Reagenti za gojenje celic po metodi SILAC (Silantes, Nemčija): 
- dFBS (kat. št. 281000800)  
- DMEM SILAC (kat. št. 282986443)  
- L-Arg monohidroklorid, neoznačen (kat. št. 282986443)  
- L-Arg* monohidroklorid, označen s 13C (kat. št. 282986443)  
- L-Gln (kat. št. 282986443)  
- L-Lys monohidroklorid, neoznačen (kat. št. 282986443)  





4.1 Gojenje celične kulture MDA-MB-231 
Poskuse smo izvedli na modelni celični liniji raka dojke MDA-MB-231 (ATCC, ZDA), kjer 
prisotnosti hGX povzroči nastanek LK. Pri običajnem gojenju smo celice gojili v mediju 
RPMI-1640 (ATCC, ZDA) z dodatkom 10 % seruma govejega zarodka (FBS) (Life Technologies, 
ZDA). Celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C v prisotnosti 5 % CO2. Celice so rasle pritrjene na 
podlago, zato smo uporabljali plastenke z različno površino (25 cm2, 75 cm2). Gojišče smo 
zamenjali vsaj dvakrat na teden. Ko je bila pokritost površine 90 %, smo celice precepili v novo 
plastenko v razmerju 1 : 4. Precepljali smo jih tako, da smo najprej odstranili staro gojišče, 
sprali s pufrom DPBS (Life Technologies, ZDA) in dodali TrypLE Select (Life technologies, ZDA) 
ter za 2 min postavili v inkubator. Odlepljene celice smo resuspendirali v kompletnem gojišču 
in del prenesli v novo plastenko s svežim gojiščem. Celice smo uporabljali do 20 relativne 
pasaže precepljanja, nato smo iz zaloge odmrznili nove. Za proteomsko analizo smo uporabili 
sveže celice in jih za poskus nacepili pri čim nižji pasaži. 
4.2 Priprava celic v mediju SILAC 
Za poskus po metodi izotopskega označevanja v celičnih kulturah (angl. "stable isotope 
labeling by amino acids in cell culture", SILAC) smo celice pripravili po ločenem postopku. Pred 
uporabo celic za poskus po metodi SILAC smo celice gojili v ustreznem mediju vsaj do 5. pasaže. 
Pred poskusom smo odmrznili svežo zalogo celic MDA-MB-231. Nato smo celice gojili v dveh 
različnih medijih, eden je vseboval izotopsko označene aminokisline (SILAC-H), drugi pa je 
vseboval aminokisline brez izotopske oznake (SILAC-L).  
Medij SILAC-H je bil sestavljen iz osnovnega medija DMEM (Silantes, Nemčija), ki je vseboval 
2 mM L-Gln (Silantes, Nemčija), 0,798 mM označeno amino kislino L-Lys* (13C15N, Silantes, 
Nemčija),  0,398 mM označeno aminokislino L-Arg* (13C; Silantes, Nemčija) in 10 % dializiran 
serum govejega zarodka (dFBS) (Silantes, Nemčija).  
Medij SILAC-L je bil sestavljen iz osnovnega medija DMEM (Silantes, Nemčija), ki je vseboval 2 
mM L-Gln (Silantes, Nemčija), 0,798 mM neoznačeno amino kislino L-Lys (Silantes, Nemčija),  
0,398 mM neoznačeno aminokislino L-Arg (Silantes, Nemčija) in 10 % dFBS (Silantes, Nemčija). 
4.3 Detekcija LK na pretočnem citometru 
Za merjenje relativne količine nevtralnih lipidov oz. LK v živih celicah smo uporabljali 
fluorescenčno barvilo nilsko rdeče (NR) (Sigma-Aldrich, ZDA) in meritve opravili s pretočnim 
citometrom BD FACSCalibur™ in programsko opremo BD CellQuest Pro. Celice MDA-MB-231 
smo nacepili na plošče s 24 vdolbinicami. V vdolbinico smo nacepili 47.000 celic v 500 l 
kompletnega gojišča (RPMI-1640, 10% FBS). Po 24 h smo odstranili gojišče in dodali novo 
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gojišče z ustrezno koncentracijo OA ali encima hGX. Kontrolnemu vzorcu celic smo dodali le 
kompletno gojišče (RPMI-1640, 10 % FBS). Založna raztopina encima hGX v deionizirani vodi s 
koncentracijo 10 nM je bila shranjena v zamrzovalniku pri −20 °C. Redčili smo jo v kompletnem 
gojišču do koncentracije 10 nM. Raztopino OA v koncentraciji 15 mM smo hranili v etanolu v 
zamrzovalniku pri –80 °C. Redčili smo jo v kompletnemu gojišču do ustreznih koncentracij. Ker 
so proste MK lahko toksične za celico, smo jih predhodno kompleksirali s serumskim 
albuminom, tako da smo pripravljene redčitve pustili stati na sobni temperaturi 1 h, da smo 
omogočili čim bolj popolno in enakomerno vezavo MK na komponente seruma v gojišču. Po 
nadaljnjih 48 h inkubacije smo gojišče odstranili, celice sprali z DPBS in dodali TrypLE Select. 
Po 2 min inkubacije smo celice resuspendirali v 500 l kompletnega gojišča in suspenzijo 
prenesli v epruvete ter na sobni temperaturi centrifugirali 10 min pri 300 × g. Usedlino smo 
resuspendirali v 500 μl raztopine barvila NR v pufru DPBS v končni koncentraciji 1 μg/ml. 
Vzorce smo pustili 10 min v temi in jih nato analizirali s pretočnim citometrom. Barvilo smo 
vzbujali z laserjem (488 nm) in fluorescenčni signal zajemali s filtrom FL-1 (530/30). Analizo 
smo izvedli na 20.000 dogodkih (celic) na vzorec. Meritve smo izvedli v dveh tehničnih 
ponovitvah in najmanj dveh bioloških ponovitvah. Rezultate smo statistično ovrednotili s t-
testom, pri čemer so statistično značilni pri največ 5-odstotni stopnji tveganja. Dobljene 
vrednosti smo ovrednotili glede na kontrolni vzorec, zato so vsi rezultati normalizirani glede 
na kontrolo. 
4.4 Priprava celic za izolacijo LK 
Izvedli smo dva ločena sklopa poskusov, ki sta se razlikovala v sestavi medija glede na način 
detekcije na masnem spektrometru. Pri prvem smo vzorce pripravili v običajnem mediju, pri 
drugem pa smo celice gojili v medijih SILAC (SILAC-H in SILAC-L). Ker je večji del LK sestavljen 
iz nevtralnih lipidov, je za pridobitev zadostne količine proteinov potrebna večja količina 
začetnega materiala, zato smo celice gojili na 150-milimetrskih petrijevih ploščah. Ko se je 
poskus zaključil, smo celice zbrali in jih na ledu sprali s pufrom PBS. Iz celic smo nato izolirali 
LK.  
4.4.1 Poskus SILAC 
Celice MDA-MB-231 smo nacepili v koncentraciji 3,7 mio celic na 150 mm petrijevo ploščo v 
20 ml medija. Nacepili smo 8 plošč celic v mediju SILAC-L in 8 plošč v mediju SILAC-H. Po 24 h 
smo iz plošč odstranili medij in k osmim ploščam dodali 20 ml 20 nM hGX v mediju SILAC-H in 
k ostalim osmim samo kompleten medij SILAC-L. Po nadaljnih 48 h smo odstranili medij in 
celice sprali s 7 ml PBS in dodali 3 ml tripsina. Po 2 min inkubacije na 37 °C smo celice sprali s 
7 ml ustreznega kompletnega medija. Združili smo celice iz plošč, ki smo jih enako tretirali. 
Zbrane celice smo centrifugirali 5 min pri 200 × g in 4 °C. Supernatant smo zavrgli in dodali 10 
ml hladnega pufra PBS in pelet nežno resuspendirali ter ponovno centrifugirali. Supernatant 
smo znova zavrgli in pelet celic uporabili za izolacijo LK. Nato smo izvedli še eno dodatno 
biološko ponovitev poskusa, kjer smo celice tretirali s hGX v mediju SILAC-L. 
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4.4.2 Poskus MS brez označevanja 
Celice MDA-MB-231 smo nacepili v koncentraciji 3,7 mio celic na 150 mm petrijevo ploščo v 
20 ml kompletnega medija. Po 24 h smo iz plošče odstranili medij in dodali 20 ml 10 nM hGX, 
10 M OA in 20 ml kompletnega medija. Pripravili smo 12 plošč, 4 plošče smo uporabili za 
tretiranje z 10 nM hGX, 4 plošče smo uporabili za tretiranje z 10 M OA in ostale 4 za kontrolno 
skupino celic, kjer smo dodali samo kompletni medij. Po nadaljnih 48 h smo odstranili medij 
in celice sprali s 7 ml pufra PBS in dodali 3 ml tripsina. Po 2 min inkubacije pri 37 °C smo celice 
sprali s 7 ml kompletnega medija. Združili smo celice iz plošč, ki smo jih enako tretirali. Zbrane 
celice smo centrifugirali pri 300 × g, 5 min pri temperaturi 4 °C. Supernatant smo zavrgli in 
dodali 10 ml hladnega pufra PBS in pelet nežno resuspendirali ter ponovno centrifugirali. 
Supernatant smo znova zavrgli in pelet celic uporabili za izolacijo LK. Nato smo izvedli še eno 
dodatno biološko ponovitev poskusa. 
4.5 Izolacija LK 
Postopek izolacije temelji na nizki gostoti LK, ki zaradi velike vsebnosti lipidov po 
centrifugiranju v vodni raztopini splavajo na površje. Po tretiranju smo celice sprali in prenesli 
v saharozni pufer, ki ščiti znotrajcelične organele med ultrazvočno homogenizacijo. Po 
homogenizaciji s sonificiranjem smo homogenat ultracentrifugirali in LK ločili od ostalih 
celičnih frakcij. Lipidno frakcijo smo še dodatno sprali, da smo dosegli zadostno čistost in se 
znebili ostalih kontaminant. Za kasnejšo analizo proteinov in proteinskih markerjev smo po 
ultracentrifugiranju shranili tudi pelet membranske frakcije in vmesno fazo citosolne frakcije. 
4.5.1 Postopek izolacije LK za poskus SILAC 
Po tretiranju smo celice pobrali s plošč in pridobili pelet tistih, ki so bile gojene v mediju SILAC-L 
in pelet tistih, ki so bile gojene v mediju SILAC-H. Peleta celic za vzorca SILAC-L in SILAC-H smo 
obravnavali ločeno in vsakega posebej resuspendirali v 3,4 ml hladnega pufra A (250 mM 
saharoza, 20 mM kalijev fosfat pH 7.0, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, proteazni inhibitorji 1:100). 
Suspenzijo celic v pufru smo homogenizirali s sonificiranjem (UP200S Ultrasonic processor, 
Hielscher, Nemčija). Celice smo tekom sonificiranja inkubirali na ledu. Sonifikacijo smo izvedli 
v 5. ponovitvah po 20 s pri amplitudi 80 % in ciklu 0,7. Po sonifikaciji smo vzeli alikvot celic in 
pod mikroskopom preverili homogenost vzorca. Postopek homogenizacije smo ponovili, če je 
večji del celic ostal nerazbit. Po homogenizaciji smo vzorec centrifugirali 10 min pri 1.000 × g 
in temperaturi 4 °C. Odvzeli smo alikvot supernatanta in za vzorec SILAC-L in SILAC-H določili 
količino proteinov v postjedrni frakciji. Supernatanta obeh vzorcev smo združili razmerju 1 : 1 
(m/m) glede na ugotovljeno vsebnost proteinov. Združen vzorec smo kratko vorteksirali in 
prenesli v 4 ultracentrifugirke (4-krat po 3,2 ml). Na vrh vsakega vzorca smo počasi dodali 0,8 
ml hladnega pufra B (50 mM kalijev fosfat pH 7.4, 100 mM kalijev klorid, 1 mM EDTA, proteazni 
inhibitorji 1 : 100). Uporabili smo ultracentrifugo Rotina 380R (Hettich, Nemčija) in vzorce 
ultracentrifugirali 2 h na 100.000 × g pri 4 °C. Po končanem centrifugiranju je bila na površini 
vidna motna lipidna frakcija. 
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4.5.2 Postopek izolacije LK za poskus MS brez označevanja 
Po tretiranju smo celice pobrali s plošč in pridobili pelet tistih, ki so bile gojene v mediju z 
dodatkom 10 nM hGX, pelet tistih z dodatkom 10 M OA in pelet tistih, ki so bile gojene v 
kompletnem mediju (RPMI-1640, 10 % FBS). Pelete različno tretiranih celic smo obravnavali 
ločeno. Najprej smo vsakega resuspendirali v 3,4 ml hladnega pufra A (250 mM saharoza, 20 
mM kalijev fosfat pH 7.0, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, proteazni inhibitorji 1:100).  
Suspenzijo celic v pufru smo homogenizirali s sonificiranjem (UP200S Ultrasonic processor, 
Hielscher, Nemčija). Celice smo tekom sonificiranja inkubirali na ledu. Sonifikacijo smo izvedli 
v 5. ponovitvah po 20 s pri amplitudi 80 % in ciklu 0,7. Po sonifikaciji smo vzeli alikvot celic in 
pod mikroskopom preverili homogenost vzorca. Postopek homogenizacije smo ponovili, če je 
večji del celic ostal nerazbit. Po homogenizaciji smo vzorec centrifugirali 10 min pri 1.000 × g 
in temperaturi 4 °C. Odvzeli smo alikvot supernatanta za analizo proteinov in proteinskih 
markerjev v post jedrni frakcij. Supernatant (3,2 ml) smo prenesli v ultracentrifugirke. Na vrh 
vsakega vzorca smo počasi dodali 0,8 ml hladnega pufra B (50 mM kalijev fosfat pH 7.4, 100 
mM kalijev klorid, 1 mM EDTA, proteazni inhibitorji 1 : 100). Uporabili smo ultracentrifugo 
Rotina 380R (Hettich, Nemčija) in vzorce ultracentrifugirali 2 h na 100.000 × g pri 4 °C. Po 
končanem centrifugiranju je bila na površini vidna motna lipidna frakcija. 
Po končanem ultracentrifugiranju smo zgornjo plavajočo lipidno frakcijo vzorcev prenesli v 1,5 
ml centrifugirke, ki zagotavljajo manjše lepljenje vzorca na stene. Za prenos smo uporabili 
200 l pipeto z nastavkom z odrezano konico, ki smo ga pred uporabo omočili v pufru B. 
Vzorec z LK smo ves čas hranili na ledu. Lipidno frakcijo smo dodatno sprali z nekaj koraki 
spiranja s pufrom B. Najprej smo zbrano lipidno frakcijo centrifugirali 5 min na 20.000 × g pri 
4 °C. Z nastavkom za nanašanje vzorcev na gel smo odstranili spodnjo fazo in morebitni pelet. 
K preostali mlečno beli frakciji pa smo dodali 200 l hladnega pufra B (50 mM kalijev fosfat pH 
7.4, 100 mM kalijev klorid, 1 mM EDTA, proteazni inhibitorji 1 : 100). Vzorec smo kratko 
vorteksirali in centrifugirali 5 min na 20.000 × g pri 4 °C. Po centrifugiranju smo odstranili 
spodnjo fazo in ohranili le mlečno belo plavajočo fazo. Postopek spiranja s pufrom B smo 
ponovili še dvakrat in vzorec shranili pri temperaturi –80 °C.  
4.6 Obdelava proteinov posameznih frakcij izolacije 
Za nadaljnjo proteomsko analizo in imunodetekcijo proteinov je bilo potrebno proteinski del 
ločiti od preostalega, večinoma lipidnega dela frakcije. Obarjanje proteinov z acetonom 
obenem raztopi lipide v vzorcu, ki jih lahko odstranimo, proteine pa nato lahko raztopimo v 
ustreznem pufru za nadaljnjo obdelavo vzorca. 
4.6.1 Obarjanje proteinov lipidne frakcije 
Pripravili smo raztopino 80 % acetona in jo shranili pri –20 °C. K približno 100 l lipidne frakcije 
smo dodali 500 l hladnega 80 % acetona. Vzorec smo vorteksirali in shranili čez noč pri –
20 °C. Naslednji dan smo vzorec ponovno vorteksirali in centrifugirali 10 min pri 16.000 × g pri 
4 °C. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in peletu dodali 500 l hladnega 80 % 
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acetona. Vzorec smo vorteksirali nekoliko dlje, da se je pelet odlepil od stene in ponovno 
centrifugirali 10 min pri 16.000 g in 4 °C. Odstranili smo supernatant in pelet posušili na 
centrifugi z znižanim tlakom (vakuumskem koncentratorju). Suh pelet smo raztopili v 30 l 2-
kratnega reducirajočega nanašalnega pufra za NaDS-PAGE (Tris-Glycine-SDS Sample Buffer 2×, 
Thermo Fischer Scientific, ZDA) z dodanim 500 mM DTT in 1 % inhibitorji proteaz (Thermo 
Fischer Scientific, ZDA). Vzorec smo postavili za 10 min v kopel pri temperaturi 95 °C in ga do 
uporabe shranili v zamrzovalniku pri –80 °C. 
4.6.2 Obarjanje proteinov membranske frakcije 
Po ultracentrifugiranju smo odstranili citosolno fazo in pelet sprali z dodatkom 500 l pufra B. 
Vzorec smo vorteksirali in centrifugirali 5 min pri 16.000 × g in 4 °C. Spiranje smo še enkrat 
ponovili. Po spiranju smo odstranili supernatant in pelet resuspendirali v 1 ml pufra B. Vzorec 
smo vorteksirali in alikvotirali petkrat po 200 l. Alikvotu smo dodali 1 ml 80 % hladnega 
acetona. Vzorec smo vorteksirali in shranili čez noč pri –20 °C. Naslednji dan smo vzorec 
ponovno vorteksirali in centrifugirali 10 min pri 16.000 × g pri 4 °C. Po centrifugiranju smo 
odstranili supernatant in peletu dodali 500 l hladnega 80 % acetona. Vzorec smo vorteksirali 
nekoliko dlje, da se je pelet odlepil od stene in ponovno centrifugirali 10 min pri 16.000 × g in 
4 °C. Odstranili smo supernatant in pelet posušili na centrifugi z znižanim tlakom. Suh pelet 
smo raztopili v 400 l 2-kratnega reducirajočega nanašalnega pufra za NaDS-PAGE (Tris-
Glycine-SDS Sample Buffer 2×, Thermo Fischer Scientific, ZDA) z dodanim 500 mM DTT in 1 % 
inhibitorji proteaz (Thermo Fischer Scientific, ZDA). Vzorec smo postavili za 10 min pri 95 °C in 
ga do uporabe shranili pri –80 °C. 
4.6.3 Obarjanje proteinov citosolne frakcije 
Po ultracentrifugiranju smo iz sredine gradienta odvzeli 1 ml citosolne frakcije. Vzorec smo 
centrifugirali 10 min pri 20.000 × g in 4 °C. K 500 l supernatanta smo dodali 500 l 2-kratnega 
reducirajočega nanašalnega pufra za NaDS-PAGE (Tris-Glycine-SDS Sample Buffer 2×, Thermo   
Scientific, ZDA) z dodanim 800 mM DTT in 1 % inhibitorji proteaz (Thermo Fischer Scientific, 
ZDA). Vzorec smo postavili za 10 min pri 95 °C in ga do uporabe shranili pri – 80 °C. 
4.7 Imunodetekcija markerjev v celičnih frakcijah 
Za določitev čistosti izolacije smo v posameznih frakcijah pri izolaciji LK preverili prisotnost ali 
odsotnost določenih proteinov. Izvedli smo izolacijo LK celic, ki smo jih tretirali s 100 M OA 
po zgoraj opisanem postopku. Med izolacijo LK smo pridobili štiri značilne frakcije in sicer; 
postjedrno frakcijo, membransko frakcijo, citosolno frakcijo in lipidno frakcijo.  
Pripravili smo še kontrolna vzorca, ki sta bila celotna lizata celic tretiranih s 100 M OA in celic 
tretiranih v kompletnem gojišču. Izvedli smo poskus, kjer smo celice MDA-MB-231 nacepili na 
ploščo s 6 vdolbinicami v koncentraciji 250.000 celic na luknjico. Po 24 h smo iz plošče 
odstranili medij in v tri vdolbinice dodali 100 M OA v ostale tri pa samo kompletni medij 
(RPMI-1640, 10 % FBS). Po 48 h smo prestavili ploščo na led, odstranili medij in celice  2-krat 
sprali z 2 ml hladnega PBS. V vsako vdolbinico smo dodali 100 l pufra za lizo celic (Tris-Glycine-
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SDS Sample Buffer 2×, Thermo Scientific, ZDA) z dodanim 800 mM DTT in 1 % inhibitorji 
proteaz (Thermo Fischer Scientific, ZDA). Celice smo postrgali iz površine in inkubirali 10 min 
pri 95 °C. 
Celičnim lizatom in frakcijam izolacije LK smo z uporabo reagentov Pierce 660 nm Protein 
Assay (Thermo Fischer Scientific, ZDA) z dodanim 50 mM kompatibilnostnim ionskim 
reagentom (Thermo Fischer Scientific, ZDA) določili koncentracijo proteinov. Izvedli smo 
poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE) v redukcijskih pogojih. 
Uporabili smo 9 % poliakrilamidni gel debeline 1,5 mm, na katerega smo nanesli 5 µg 
celokupnih celičnih proteinov vsakega vzorca. Elektroforeza je potekala pri stalni napetosti 
150 V. Po končani NaDS-PAGE smo izvedli prenos proteinov na PVDF membrano (Millipore, 
ZDA). Najprej smo aktivirali membrano z namakanjem 1 min v metanolu in 15 min v 
prenašalnem Towbinovem pufru (25 mM Tris-HCl, pH 8,4; 192 mM glicin, 0,1 % (m/v) NaDS, 
20 % (v/v) metanol). Aktivirano membrano smo položili na gel in sestavili sendvič za prenos 
western. Prenos je trajal 120 min pri konstantnem toku 200 mA v Towbinovem pufru (25 mM 
Tris-HCl, pH 8,4; 192 mM glicin, 0,1 % (m/v) NaDS, 20 % (v/v) metanol). Po končanem prenosu 
smo membrano med rahlim stresanjem blokirali 1 h v pufru TBS (50 mM Tris-HCl, pH 7,5; 150 
mM NaCl) z dodano 1-odstotno blokirno raztopino Western Blocking Reagent (WBR, Roche 
Applied Science, Nemčija).  
Membrano smo razrezali na dva dela v bližini markjerja za 55 kDa. Na delu membrane nad 55 
kDa smo uporabili protitelesa proti proteinu HSPA5 (ab32618, Abcam, VB). Protitelesa smo 
redčili 1 : 1000 v pufru TBS z dodatkom 0,1 % Tween-20 (TBST) in membrano preko noči 
inkubirali v raztopini protiteles. Na delu membrane pod 55 kDa smo uporabili mešanico 
protiteles proti -aktinu (#NB600-532, Novus Biologicals, VB) in PLIN2 (ab52355, Abcam, VB). 
V pufru TBST smo protitelesa proti -aktinu redčili 1 : 5.000, protitelesa proti PLIN-2 pa 
1 : 1.000. Zatem smo membrano 4-krat po 15 min spirali v pufru TBST. Po spiranju smo oba 
dela 1 h inkubirali s sekundarnimi protitelesi označenimi s hrenovo peroksidazo (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, ZDA), ki smo jih v pufru TBS in 0,5 % WBR redčili 1 : 10.000. 
Membrano smo spirali 4-krat po 15 min v pufru TBST. Membrano smo 1 min inkubirali v 
raztopini substrata za kemoluminiscenčno reakcijo Lumi-Light Western Blotting Substrate 
(Roche Applied Science, Nemčija). Membrano smo fotografirali z aparaturo ChemiDoc XRS+ 
(Biorad, ZDA).  
4.8 Priprava proteinov za analizo na masnem spektrometru 
Pred analizo na masnem spektrometru smo proteinski vzorec ustrezno obdelali in razgradili 
na peptidne enote. Na 12 % gel (Lonza, ZDA) smo nanesli 20 g proteinov iz lipidne frakcije. 
Izvedli smo NaDS-PAGE v redukcijskih pogojih, elektroforeza pa je potekala pri stalni napetosti 
150 V. Po končani elektroforezi smo gel obarvali z barvilom PageBlue (Thermo Fischer 
Scientific, ZDA). Gel smo prenesli na omočeno steklo. Progo ločenih proteinov smo prečno 
razrezali na 10 enakih delov in vsak košček še dodatno razrezali na manjše koščke velikosti 
1 mm2 in jih prenesli v mikroepruvete. Gel smo najprej razbarvali, tako da smo dodali 
raztopino 25 mM NH4HCO3 in 50 % acetonitrila (ACN) in vorteksirali 10 min pri 1.400 × g. 
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Odstranili smo supernatant in postopek ponovili še dvakrat. Nato smo dodali 100 % ACN in 
počakali, da so se koščki gela obarvali mlečno belo. Odstranili smo ACN in koške gela posušili 
v centrifugi z znižanim tlakom. 
Proteine znotraj gela smo reducirali in alkilirali aminokislinske ostanke cisteina. K suhim 
koščkom gela smo dodali 10 mM DTT in jih postavili za 45 min na 56 °C. Zatem smo odstranili 
supernatant in dodali 55 mM jodoacetamida in jih pustili stati v temi 30 min. Odstranili smo 
supernatant in dodali 25 mM NH4HCO3 in vorteksirali 15 min. Zopet smo zavrgli supernatant 
in dodali 100 % ACN in počakali, da je gel postal bel. Odstranili smo ACN in koščke gela posušili 
v centrifugi z znižanim tlakom.  
Proteine znotraj gela smo razgradili z dodatkom proteaze. Dodali smo raztopino 12,5 µg/µl 
tripsina v 25 mM NH4HCO3 in vzorce inkubirali 30 min na ledu. Dodali smo še toliko raztopine 
25 mM NH4HCO3, da so bili koščki prepojeni s tekočino. Vzorce smo čez noč postavili v 
inkubator pri 37 °C. Naslednji dan smo vzorce kratko centrifugirali in shranili supernatant. 
Koščkom gela smo dodali raztopino 50 % ACN in 5 % mravljične kisline in vorteksirali ter kratko 
centrifugirali. Supernatant smo združili s prejšnjim in postopek ponovili še dvakrat. Zbran 
supernatant je vsebovali ekstrahirane peptide, ki smo jih na centrifugi z znižanim tlakom 
skoncentrirali do 15 l.  
Peptide smo dodatno očistili s spiranjem na hidrofobnih kolonah C-18. Kolona je bila znotraj 
nastavka za pipeto. Kolono smo aktivirali z dodatkom metanola in jo zatem sprali z raztopino 
80 % ACN in 3 % ocetne kisline in na koncu še z 0,1 % mravljično kislino. Skoncentrirane vzorce 
smo razredčili do 50 ml in jih nanesli na membrane. Vzorec smo potisnili skozi kolono s 
centrifugiranjem (4 min pri 1.000 × g). Na kolono smo nato nanesli 0,1 % mravljično kislino in 
centrifugirali (1 min pri 4.000 × g). Peptide smo nato eluirali s 60 % ACN in 0,1 % mravlijčno 
kislino. Vzorce smo s centrifugo z znižanim tlakom skoncentrirali do 15 l. Tako pripravljeni 
vzorci so bili ustrezni za analizo na masnem spektrometru. 
4.9 Analiza na masnem spektrometru 
Analizo peptidov smo izvedli na napravi s tekočinsko kromatografijo sklopljeno z masnim 
spektrometrom (Linear Trap Quadrupole VelosTM Orbitrap, Thermo Fischer Scientific, ZDA). 
Analizo podatkov smo opravili s programom MaxQuant. Surove podatke smo še dodatno 
obdelali in izločili zaznane kontaminate in proteine, ki v bazi podatkov UniProtKB niso 
anotirani. Pri poskusu, ko vzorcev nismo izotopsko označili smo uporabili intenziteto izotopsko 
neoznačenih vzorcev (LFQ, angl. ''label-free quantification''), ki je normalizirana intenziteta 
zaznave določena za posamezen protein. Spremembo v količini proteina smo izračunali iz 
dvojiškega logaritma razmerja intenzitete v vzorcu tretiranih celic in tiste v vzorcu kontrolnih 
celic. Pri poskusu SILAC je bilo razmerje med različno izotopsko označenimi proteini podano 
že iz meritve vzorca. Relativno spremembo v količini vsakega proteina smo izračunali iz 
dvojiškega logaritma tega razmerja. Kot značilno spremembo v količini proteina smo 
obravnavali absolutne vrednosti dvojiškega logaritma razmerja, ki so bile večje od 0,58.  
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4.10 Primerjava identificiranih proteinov s podatki iz literature 
Na podlagi dosedanjih študij in nedavno objavljene raziskave (Bersuker in sod. 2018, [8]) smo 
proteine uvrstili v tri verjetnostne razrede: "potrjeni proteini LK", "zelo verjetno proteini 
povezani z LK", in "zelo verjetno kontaminante pri izolacij LK". Pri analizi rezultatov so bile 
uporabljene naslednje reference: "potrjeni proteini LK" so proteini potrjeni s fluorescenčno 
mikroskopijo (Gene ontology: GO:0005811), ''proteini zelo verjetno povezani z LK'' 
(https://www.dropletproteome.org/, [8]), proteini, ki so ''zelo verjetno kontaminante pri 




5.1 hGX in OA povzročita nastanek LK pri celicah MDA-MB-231  
Znano je, da poleg adipocitov lahko LK tvorijo mnoge druge celice, tudi rakave. Povečano 
tvorbo LK lahko dosežemo z dodatkom različnih MK ali dodatkom encima, ki sprošča MK. Želeli 
smo potrditi odziv celic na dodatek encima hGX, ki s svojim encimskim delovanjem sprošča 
MK iz membran celic in povzroči nastanek LK [4]. Pri celicah raka dojke MDA-MB-231 smo 
inducirali nastanek LK z različnimi koncentracijami OA in učinek primerjali s hGX (slika 5.1). 
Slika 5.1: Učinek hGX in različnih koncentracij OA na nastanek LK pri celicah MDA-MB-231. Celice smo tretirali 
z 10 nM koncentracijo hGX in različnimi koncentracijami OA, ki smo jih pred dodatkom inkubirali 1 h na sobni 
temperaturi. Po 48 h inkubacije smo celice obarvali z barvilom nilsko rdeče in analizirali na pretočnem citometru. 
Prikazane so povprečne vrednosti in standardni odklon vsaj dveh poskusov s podvojenimi vzorci. Označene so 
vrednosti, ki so statistično značilne (∗, P < 0,05). 
Količina LK se z višanjem koncentracije OA povečuje in je pri 100 M koncentraciji 8-krat višja 
v primerjavi z netretiranimi celicami. Podoben učinek, kot ga povzroči 10 nM koncentracija 
hGX je zaznati pri celicah izpostavljenih med 10 in 20 M koncentraciji OA (slika 5.1). Potrdili 
smo učinek hGX in ovrednotili primerljivost z OA, kar je naše izhodišče za pripravo celic pred 





























   
   
   
   
   
   
























5.2 Optimizacija metode izolacije LK 
5.2.1 Postopek izolacije LK 
Po 48 h gojenja smo celice homogenizirali in s centrifugiranjem izolirali LK. Zaradi majhne 
gostote LK pričakujemo, da bodo LK po centrifugiranju splavale na površje, kar bo vidno kot 
mlečna plast na površini (slika 5.2). 
Slika 5.2: Frakcije pri izolaciji LK. Po lizi celic s sonificiranjem smo s centrifugiranjem odstranili jedra in nelizirane 
celice (post-jedrna frakcija, PNS). Frakcijo PNS smo ultracentrifugirali 2 h pri 100.000 × g v sladkornem gradientu. 
Po centrifugiranju se je na površini gradienta ustvarila lipidna frakcija. Iz dna ultracentrifugirne epruvete smo 
vzeli vzorec membranske frakcije (MEM), iz vmesnega področja pa vzorec citosolne frakcije (CITO). 
Uspelo nam je uspešno ločiti različne celične frakcije, kar se vidi po motni plavajoči lipidni 
frakciji na površini in čvrstim peletom na dnu epruvete ter vmesni citosolni frakciji. Lipidno 
frakcijo smo pobrali s površine in večkrat sprali v pufru za spiranje. Vzorec lipidne frakcije smo 
obarvali z barvilom, ki se veže na nevtralne lipide in preverili obliko izoliranih LK (slika 5.3).  
Slika 5.3: Izolirane LK pod konfokalnim mikroskopom. Lipidno frakcijo smo po spiranju, še preden smo oborili 
proteine, obarvali z barvilom nilsko rdeče in preverili morfologijo kapljic. 
Kapljice so pričakovanih velikosti od 0,1 do 1 µm. Uspelo nam je izolirati nepoškodovane LK, 
kapljice pa so ohranile značilno sferično obliko. Različne velikosti kapljic so pričakovano odraz 




5.2.2 Izkoristek izolacije LK 
Zaradi pričakovanih majhnih izkoristkov izolacije smo celice nacepili v velikih količinah in pri 
relativno visoki gostoti. Zanimalo nas je koliko proteinov lipidne frakcije pridobimo glede na 
celotno količino proteinov liziranih celic. Spodaj so prikazane vrednosti, ki smo jih pridobili pri 
posameznem tipu poskusa (tabela 5.1). 
Tabela 5.1: Izkoristek izolacije LK. Celice smo gojili 48 h v kompletnem mediju (kontrola), v prisotnosti 10 nM 
hGX in v prisotnosti 10 M OA. V primeru celic gojenih v mediju SILAC, smo polovici celic dodali 10 nM hGX drugi 
polovici pa le kompletni medij SILAC. Celice smo po 48 h lizirali s sonificiranjem in določili količino proteinov v 
celičnem lizatu. Izvedli smo izolacijo LK. Po izolaciji smo zbrali plavajočo lipidno frakcijo, jo večkrat sprali in 
proteine oborili v hladnem acetonu ter ponovno raztopili v reducirajočem pufru SDS. V obdelani lipidni frakciji 
smo nato določili količino proteinov lipidne frakcije. 
Opazili smo, da je količina proteinov lipidne frakcije večja v primeru tretiranih celic, kjer celic 
nismo gojili v izotopsko označenem mediju. Kljub temu, da pri kontrolnem poskusu nismo 
inducirali nastanka kapljic, smo zbrali zadostno količino proteinov lipidne frakcije. Pri poskusu 
SILAC smo zbrali zelo malo proteinov, kljub veliki količini izhodnega materiala. Glede na 
literaturo smo pričakovali, da iz desetih 150 mm konfluentnih petrijevk pridobimo 20 µg 
proteinov lipidne frakcije [2]. V primeru tretiranja celic v mediju SILAC smo pridobili polovično 
vrednost od ocenjene. V primeru, ko celic nismo tretirali v mediju SILAC smo pridobili vsaj 5-
kratno pričakovano količino proteinov. V primeru poskusa SILAC je potrebno upoštevati, da je 
bila tretirana le polovica celic in da do dodatnih izgub lahko pride zaradi številnih korakov 
spiranja ter težavnih postopkov obarjanja proteinov. 
 
kontrola 10 nM hGX 10 µM OA SILAC 
150 mm petrijevke [št. 
petrijevk/poskus] 
4 4 4 16 
nacepljene celice [× 106 celic/poskus] 14,8 14,8 14,8 59,2 
količina proteinov v celičnem lizatu 
[g] 
6381 5595 5420 37310 
količina proteinov v lipidni frakciji 
[g] 
42,6 69,6 54,3 18,0 
izkoristek:     
[g (lipidna frakcija)/g  (celični 
lizat) %] 
0,67 1,24 1,00 0,05 
[g  (lipidna frakcija)/106 celic] 2,88 4,70 3,67 0,30 
[ug (lipidna frakcija)/10 petrijevk] 106,5 174,0 135,8 11,3 
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5.2.3 Proteinski profil frakcij izolacije LK 
Po ločbi frakcije PNS na tri dodatne frakcije smo vzorec vsake nanesli na gel in primerjali profil 
proteinskih lis (slika 5.4). Med frakcijami pričakujemo razlike v intenziteti posameznih 
proteinskih lis. 
 
Slika 5.4: Proteinski profil različnih frakcij izolacije LK. Celice smo po 48 h tretiranja z OA homogenizirali s 
sonificiranjem in s kratkim centrifugirnajem pridobili frakcijo PNS. Frakcijo PNS smo ločili na lipidno frakcijo OA 
(LK-OA), citosolno frakcijo (CITO) in membransko frakcijo (MEM). Pri poskusu smo vzporedno analizirali tudi lizat 
netretiranih celic (KONT). Proteini so bili raztopljeni v pufru SDS in nanešeni na 9 % gel SDS-PAGE (2 g na 
posamezno progo). Po ločbi so bili proteini obarvani z metodo cink-imidazol. 
Pri vsaki frakciji smo opazili obogatitev posameznih proteinskih lis in oslabitev nekaterih, ki so 
intenzivnejše v ostalih frakcijah. Razvidno je, da imajo vse tri frakcije (LK-OA, CITO, MEM) 
edinstven profil in da z izolacijo dosežemo specifičen izbor proteinov v frakciji LK ter izločimo 
tiste, ki so prisotni v ostalih frakcijah. Ker smo LK izolirali iz treh različno tretiranih celic in na 
njih izvedli proteomsko analizo, nas je zanimalo tudi kakšen je proteinski profil lipidne frakcije 
različno tretiranih celic (slika 5.5). 
Slika 5.5: Proteinski profil lipidnih frakcij različno tretiranih celic. Celice smo 48 h gojili pri treh različnih pogojih. 
Po 48 h smo izvedli izolacijo LK iz celic v kompletnem mediju (LK-KONT), celic v prisotnosti 10 nM hGX (LK-hGX) 
in iz celic v prisotnosti 10 M OA (LK-OA). Proteini LK so bili raztopljeni v pufru SDS in nanešeni na 12 % SDS-PAGE 
gel v enakih količinah (20 g na posamezno progo). Po ločbi so bili proteini barvani z metodo cink-imidazol. 
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Razvidno je, da so proteinski profili lipidnih frakcij različno tretiranih celic med seboj ujemajo. 
Pri obeh načinih tretiranja celic in pri netretiranih celicah smo uspeli pridobiti podoben 
proteinski profili lipidne frakcije. 
5.2.4 Prisotnost markerskih proteinov v različnih frakcijah izolacije 
Da bi kar najbolje ločili LK od ostalih kontaminirajočih proteinov, je potreben ustrezen 
postopek izolacije in zatem večkratno spiranje lipidne frakcije. Pri ultrazvočni lizi celic se 
pojavijo delci poškodovanih membran in celičnih organelov, ki so v neposrednem stiku z LK in 
se lahko pojavijo v lipidni frakciji izolacije. Poleg tega pri zbiranju lipidne frakcije zajamemo 
tudi del citosolne frakcije, ki je kljub kasnejšemu spiranju ne uspemo popolnoma odstraniti. 
Za vsak celični organel in predel celice so značilni proteini, ki se nahajajo izključno na 
določenem mestu v celici. Takšne proteine imenujemo markerski proteini in odražajo 
prisotnost določene celične komponente. Za vsako frakcijo izolacije so značilni določeni 
markerski proteini. Prisotnost pričakovanih markerjev in odsotnost ostalih odraža čistost 
frakcije in učinkovitost izolacije. PLIN2 je rezidenčen protein LK, ki se nahaja izključno na LK, 
zato je ustrezen marker lipidne frakcije. Šaperon HSPA5 se praviloma nahaja v lumnu ER, zato 
je ustrezen pokazatelj prisotnosti proteinov iz ER. Marker, ki odraža prisotnost citosolne 
frakcije in je sestavni del citoskeleta je -aktin. Po ločbi celičnega homogenata (PNS) smo v 
treh ločenih frakcijah s prenosom western detektirali prisotnost markerjev v vsaki izmed 
frakcij (slika 5.5).   
Slika 5.5: Prisotnost markerjev v frakcijah izolacije LK. Celice smo gojili 48 h v prisotnosti OA. Lizo celic smo 
izvedli s sonificiranjem in s centrifugiranjem odstranili nepoškodovane celice in jedra (PNS). Z 
ultracentrifugiranjem smo frakcijo PNS ločili na membransko in citosolno frakcijo (MEM in CITO) ter na plavajočo 
lipidno frakcijo (LK-OA). Pri poskusu smo vzporedno analizirali tudi lizat celic tretiranih z OA in lizat netretiranih 
celic (KONT). Proteini so bili raztopljeni v pufru SDS in nanešeni na 9 % gel za SDS-PAGE v enakih količinah (5 g). 
Po prenosu western smo v vsaki frakciji detektriali prisotnost posameznega markerja: HSPA5, marker ER; PLIN2, 
marker LK; in -aktin citosolni marker. 
V frakciji LK-OA smo zaznali znatno prisotnost markerja PLIN2, kar je znak, da je frakcija 
obogatena z LK. Poleg tega smo v frakciji LK-OA zaznali zelo nizko prisotnost citosolnega in ER 
markerja, kar kaže na ustrezno čistost frakcije LK. V frakcijah CITO in MEM ter lizatu 
netretiranih celic smo zaznali prisotnost HSPA5 in -aktina ter skoraj popolno odsotnost 
markerja PLIN2. V frakciji PNS in v lizatu celic tretiranih z OA smo zaznali prisotnost vseh treh 





odraža večjo količino tvorjenih LK. Po ločbi celičnih komponent smo frakcijo LK-OA spirali s 
tremi dodatnimi koraki spiranja v pufru B (50 mM kalijev fosfat pH 7.4, 100 mM kalijev klorid, 
1 mM EDTA, proteazni inhibitorji 1:100) (slika 5.6). 
Slika 5.6: Prisotnost markerjev pri spiranju frakcije LK. Frakcijo LK-OA smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in 
jo trikrat sprali s pufrom B. Številke označujejo zaporedno število spiranj frakcije. Pri vsakem spiranju smo 
pridobili novo lipidno frakcijo (LK1, LK2 in LK3) in odstranili uporabljen pufer B (B1, B2, B3). Proteini vsakega 
vzorca so bili raztopljeni v pufru SDS in nanešeni na 9 % gel SDS-PAGE v enakih količinah (5 g).  
Pokazali smo, da skupaj z izolirano lipidno frakcijo zajamemo tudi nekaj citosolnih proteinov, 
saj smo v lipidni frakciji zaznali prisotnost -aktina. S trikratnim spiranjem lipidne frakcije smo 
uspeli odstraniti precejšen del citosolnih kontaminant in pridobiti obogateno lipidno frakcijo. 
Ocenili smo, da je trikrat sprana lipidna frakcija dovolj čista za nadaljno pripravo proteinov za 




6 REZULTATI PROTEOMSKE ANALIZE LIPIDNIH KAPLJIC 
Izvedli smo dva različna sklopa priprave vzorcev za analizo na masnem spektrometru. Pri 
prvem načinu vzorcev nismo izotopsko označili. Kvantitativno oceno količine proteinov v 
neoznačenih vzorcih smo pridobili s primerjavo intenzitet LFQ (algoritem za normalizacijo 
intenzitete zaznave) vsakega proteina v posameznem vzorcu. Pri drugem načinu (poskus 
SILAC) smo izotopsko označili le netretirane ali pa le tretirane celice in jih združili pred analizo. 
Iz razmerja intenzitet lahkih (neoznačenih) in težkih (označenih) peptidov, smo kvantitativno 
oceno pridobili že z meritvijo na masnem spektrometru. 
Za vsak sklop poskusov smo zaznali različno število proteinov, zato smo rezultate obravnavali 
ločeno. Primerjavo med sklopoma smo izvedli le na kvalitativnem nivoju. Kvantitativno oceno 
rezultatov smo podali le za poskuse brez izotopskega označevanja, saj pri poskusu SILAC nismo 
zaznali značilnih sprememb. 
6.1 Proteini LK zaznani pri poskusih brez izotopskega označevanja 
Pri poskusih, kjer nismo uporabili izotopskega označevanja, smo celice tretirali s hGX, OA in 
kompletnim medijem. Pri vseh poskusih smo izvedli izolacijo LK in proteomsko analizo na 
masnem spektrometru. Pri vseh načinih tretiranja smo zaznali veliko število različnih 
proteinov. Primerjave s podobnimi študijami so pokazale, da so nekatere izmed proteinov 
raziskovalci že zaznali v izolatih LK in njihovo prisotnost na LK celo potrdili z drugimi metodami. 
Preostali del zaznanih proteinov lahko izvira iz kontaminirajočih organelov pri izolaciji LK ali pa 
so to "novi" proteini v proteomu LK, ki jih zaenkrat v literaturi še niso povezali z LK. Na podlagi 
študij proteomike izoliranih LK pri sesalskih celicah smo naredili primerjavo z našim seznamom 
zaznanih proteinov (tabela 6.1).  
Tabela 6.1: Študije proteomike na izoliranih LK sesalskih celic. 
vrsta tip tkiva/organ vir 
človek; miš osteosarkom, rak jeter [8] 
miš jetra [34] 
človek rak jeter [35] 
miš mioblasti [36] 
podgana srce [37] 
miš tumor leydigovih celic [38] 
miš testisi [39] 
miš rjavo maščevje [36] 
človek sebociti [40] 
miš jetra [41] 
človek karcinom materničnega vratu [42] 
podgana jetra, zvezdaste celice [43] 
miš jetra [44] 
podgana celice granuloze [45] 
''se nadaljuje''   
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''nadaljevanje''   
   
vrsta tip tkiva/organ vir 
človek jetra [46] 
miš jetra [47] 
človek kolorektalni karcinom [48] 
miš belo maščevje [49] 
podgana -celice trebušne slinavke [50] 
miš mioblasti; skeletne mišice [51] 
miš belo maščevje [52] 
hrček, človek ovarij; karcinom materničnega vratu [53] 
miš pre-adipociti [54] 
človek monociti [55] 
podgana jetra [56] 
človek rak jeter [57] 
pes ledvica [58] 
človek rak jeter [59] 
hrček ovarij [60] 
miš pre-adipociti [61] 
miš mlečne žleze, jetra [62] 
 
Zaznane proteine smo opredelili, kot potrjene proteine LK, kot proteine zelo verjetno 
povezane z LK in kot kontaminante prisotne pri izolaciji LK. V množicah so prikazane razlike v 




Slika 6.1: Proteini LK, zaznani pri poskusih brez izotopskega označevanja. Izvedli smo proteomsko analizo na 
izoliranih LK pri celicah, ki smo jih 48 h tretirali z 10 nM hGX, 10 M OA ali le gojili v kompletnem mediju. 
Prikazano je število zaznanih proteinov pri posameznih poskusih in ujemanja med njimi. Glede na literaturo smo 
določili množice za različno anotirane proteine (a–d). V množicah so prikazani; a) vsi zaznani, b) vsi zaznani brez 
kontaminant, c) samo proteini zelo verjetno povezani z LK, d) samo potrjeni proteini LK.  
Proteomsko analizo izoliranih LK smo izvedli pri celicah tretiranih na tri različne načine. V 
kontrolni skupini celic smo zaznali 287 proteinov, pri celicah tretiranih s hGX smo zaznali 321 
proteinov, 194 proteinov pa pri celicah tretiranih z OA. Zaznali smo 152 proteinov, prisotnih 
pri vseh treh načinih tretiranja. Takšnih, ki smo jih zaznali izključno le pri enem načinu 
tretiranja je bilo 81 pri kontrolnem poskusu, 115 pri poskusu s hGX in 18 pri poskusu z OA. 
Tistih, ki smo jih zaznali izključno pri kontrolnem poskusu in pri poskusu s hGX je bilo 42. V 
množici zaznanih izključno pri poskusu z OA in pri poskusu s hGX je bilo 12 proteinov. V množici 
zaznanih izključno pri kontrolnem poskusu in poskusu z OA je bilo prav tako 12 proteinov. 
Skupno smo zaznali 432 različnih proteinov. Skoraj 40 % vseh zaznanih proteinov je bilo zelo 
verjetno kontaminirajočih. Skupno smo zaznali 50 različnih proteinov, ki so zanesljivo povezani 
z LK, kar je več kot tretjina proteoma LK [5]. Zaznali smo tudi 32 % (17/53) proteinov, ki so do 
sedaj potrjeno prisotni na LK pri sesalskih celicah (tabela 6.2) [8]. Zaznali smo 5 potrjenih 
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proteinov LK, ki so bili prisotni pri vseh treh načinih tretiranja celic. Pri poskusu s hGX smo 
zaznali 15 potrjenih proteinov LK, pri poskusu z OA smo jih zaznali 7 in pri kontrolnem 
poskusu 8 (tabela 6.2). 
Tabela 6.2: Potrjeni proteini LK, zaznani pri poskusih brez izotopskega označevanja. Navedeni so vsi proteini, ki 
so glede na dosedanje raziskave v literaturi potrjeno prisotni na LK in smo jih zaznali pri poskusih brez izotopskega 
označevanja. 
simbol ime proteina vir 
VCP valozin vsebujoč protein Olzmann in sod. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2013 [27] 
SCCPDH saharopin dehidrogenazi podobna oksidoreduktaza Bersuker in sod. Dev. Cell. 2018 [8] 
RAB1B RAB1B Bersuker in sod. Dev. Cell. 2018 [8] 
RAB18 RAB18 Martin in sod. J. Biol. Chem. 2005 [63] 
RAB11B RAB11B Liu in sod. Biochim. Biophys. Acta. 2007 [64] 
PNPLA2 adipozna trigliceridna lipaza (ATGL) Smirnova in sod. EMBO Rep. 2006 [65] 
PLIN3 perilipin 3 Wolins in sod. J. Biol. Chem.  2003 [66]  
PLIN2 perilpin 2 Brasaemle in sod. J. Lipid Res. 1997 [67] 
NSDHL homolog od NAD(P) odvisne steroidne dehidrogenaze Caldas in sod. Hum. Mol. Genet. 2003 [68] 
LPCAT1 lizofosfatidilholin aciltransferaza 1 Moessinger in sod. J. Biol. Chem. 2011 [23] 
HSD17B11 hidroksisteroid 17-beta-dehidrogenaza 11 Horiguchi in sod. Arch. Biochem. Biophys. 2008 [69] 
FAF2 s FAS povezan faktor 2 Zehmer in sod. J. Cell Sci. 2009 [70] 
CYB5R3 citokrom B5 reduktaza 3 Zehmer in sod. J. Cell Sci. 2008 [71] 
AUP1 faktor sestavljanja VLDL pri lipidnih kapljicah Spandl in sod. J. Biol. Chem. 2011 [72] 
AIFM2 faktor sprožanja apoptoze 2 Bersuker in sod. Dev. Cell. 2018 [8] 
ACSL3 CoA-ligaza dolgoverižnih maščobnih 3 Poppelreuther in sod. J. Lipid Res. 2012 [73] 
ABHD5 1-acilglicerol-3-fosfat-O-aciltransferaza Subramanian in sod. J. Biol. Chem. 2004 [74] 
6.2 Proteini LK zaznani pri poskusu SILAC 
Pri poskusih z izotopskim označevanjem smo celice tretirali z 10 nM hGX v mediju SILAC (točka 
4.4.1). Po izolaciji LK, smo proteine oborili in jih pripravili za analizo na masnem spektrometru. 
Ker nas je zanimala ponovljivost in občutljivost meritev na masnem spektrometru, smo po prvi 
meritvi na masnem spektrometru isti vzorec pomerili še enkrat, en mesec kasneje (slika 6.2). 
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Slika 6.2: Proteini LK, zaznani pri dveh tehničnih ponovitvah SILAC. Iz celic, ki smo jih tretirali z 10 nM hGX po 
protokolu SILAC, smo izolirali LK. Izvedli smo po dve tehnični meritvi vsakega vzorca.  Prikazano je število zaznanih 
proteinov obeh meritev. Glede na literaturo smo določili množice za različno anotirane proteine (a–d). V 
množicah so prikazani: a) vsi zaznani proteini, b) vsi zaznani proteini brez kontaminant, c) zanesljivi proteini LK, 
d) potrjeni proteini LK. 
Skupno smo v obeh meritvah zaznali 148 različnih proteinov. Zaznali smo 23 proteinov, ki so 
zelo verjetno prisotni na LK in 3 takšne, ki so potrjeno prisotni na LK. Čeprav gre za isti vzorec, 
smo pri dveh tehničnih ponovitvah zaznali različno število proteinov. Pri drugi tehnični 
ponovitvi meritve istega vzorca na masnem spektrometru smo zaznali 50 % več proteinov. Ker 
gre za meritev istega vzorca, smo listo proteinov združili in jo obravnavali enotno. Zaradi 
neponovljive zaznave je sklop poskusov SILAC negotov in bi za pojasnitev rezultatov 
potrebovali dodatne poskuse. 
6.3 Kvalitativna primerjava zaznave med poskusom SILAC in poskusi brez izotopskega 
označevanja 
Želeli smo ugotoviti, katere proteine zaznamo pri vseh načinih tretiranja in pri vseh načinih 
priprave vzorcev. Primerjali smo število zaznanih proteinov pri poskusu SILAC in poskusih brez 
izotopskega označevanja. Iz primerjave smo izločili kontaminante. Obe tehnični meritvi istega 
vzorca pri poskusu SILAC smo združili v eno množico (slika 6.3). 
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Slika 6.3: Proteini LK, zaznani pri poskusu SILAC in poskusih brez izotopskega označevanja. V sivih poljih je 
prikazano število proteinov, ki smo jih zaznali pri poskusu SILAC. Siva polja so razporejena glede na ujemanje z 
zaznanimi proteini pri poskusih brez izotopskega označevanja (kontrola, hGX, OA). Proteini, ki smo jih zaznali pri 
vseh tipih poskusov in načinih priprave vzorcev, so razdeljeni na proteine zelo verjetno povezane z LK in na 
neuvrščene proteine. 
Pri poskusu SILAC smo zaznali 17 proteinov, ki jih pri poskusih brez izotopskega označevanja 
nismo zaznali. Pri kontrolnem poskusu, pri poskusu s hGX in OA ter pri poskusu s hGX po 
protokolu SILAC smo vedno zaznali 40 proteinov. Med slednjimi je bilo 20 zelo verjetno 
povezanih z LK, izmed teh je eden potrjeno prisoten na LK (tabela 6.3 in slika 6.3, a). Ostalih 
20 nismo uspeli povezati s podatki iz literature, zato jih nismo posebej opredelili (slika 6.3, b). 
Tabela 6.3: Proteini LK, ki smo jih zaznali pri vseh izvedenih poskusih. Prikazani so proteini zelo verjetno 
povezani z LK, ki smo jih zaznali pri vseh izvedenih poskusih tretiranja in izolacije LK. Z ''*'' je označen potrjen 
protein LK. 
funkcionalne skupine proteinov simbol 
povezan z ubikvitinom  
valozin vsebujoč protein VCP* 
citoskelet  
kofilin 1 CFL1 
vimentin VIM 
LIM in SH3 domeno vsebujoč protein 1 LASP1 
tubulin veriga beta-4B TUBB4B 
tubulin veriga beta TUBB 
tubulin veriga alfa-1C TUBA1C 
transgelin 2 TAGLN2 
metabolizem - sladkorji   
fruktoza-bisfosfat-aldolaza A ALDOA 
L-laktat-dehidrogenaza, veriga A LDHA 
glicerol-3-fosfat dehidrogenaza GAPDH 
signalne poti  
14-3-3 protein sigma SFN 
14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ 
14-3-3 protein theta YWHAQ 















20   a) proteini zelo verjetno povezani z LK 
20   b) neuvrščeni proteini 





funkcionalne skupine proteinov simbol 
procesiranje proteinov  
protein toplotnega šoka HSP 90-beta HSP90AB1 
s toplotnim šokom povezan 71 kDa protein; Hsc70 HSPA8 
metabolizem - redoks  
tioredoksin TXN 
peroksiredoksin 1 PRDX1 
organizacija membran  
aneksin A1 ANXA1 
aneksin A2 ANXA2 
 
Pri izolaciji LK iz celic MDA-MB-231 smo pri vsakem načinu tretiranja celic zaznali 20 proteinov, 
za katere smo zelo verjetno prepričani, da so prisotni na LK celic MDA-MB-231. Med proteini, 
ki jih nismo mogli uvrstiti v nobeno anotirano skupino (slika 6.3, b), smo zaznali tudi 
nikotinamid-fosforibozil-transferazo oz. visfatin (NAMPT) in glutation S-transferazo omega 1 
(GSTO1). NAMPT je zanimiv, ker smo ga zaznali tudi v naših prejšnjih raziskavah. GSTO1 je 
zanimiv, ker je povezan z obrambo celic pred oksidativnimi stresom, kar je tudi dobro poznana 
funkcija LK. Oba sta poteincialna kandidata povezana z LK, vendar bi bilo zanesljivost povezave 
potrebno še dodatno potrditi. 
6.4 Proteomika LK pri poskusih brez izotopskega označevanja 
6.4.1 Proteom LK pri celicah tretiranih s hGX 
Pri poskusu, kjer smo celice tretirali s hGX smo zaznali 45 proteinov, ki so zelo verjetno 
povezani z LK, med njimi je 14 proteinov potrjeno prisotnih na LK (slika 6.1, c). V tabeli 6.4 je 
prikazan seznam proteinov zelo verjetno povezanih z LK, ki smo jih zaznali pri tretiranju celic s 
hGX. 
Tabela 6.4: Proteini zelo verjetno povezani z LK, zaznani pri tretiranju celic s hGX. Prikazani so proteini, ki smo 
jih zaznali pri tretiranju celic z 10 nM hGX in so hkrati tudi zelo verjetno povezani z LK. Proteini so razporejeni v 
skupine glede na njihovo funkcijo. Z "*" so označeni tisti proteini, ki so tudi potrjeno prisotni na LK. Kvantitativna 
ocena spremembe količine proteina glede na kontrolne celice je podana z dvojiškim logaritmom razmerja 
intenzitete LFQ tretiranih celic in celic kontrolnega poskusa, log2 (hGX/kontrola). Vrednost "0,00" pomeni, da je 
vrednost log2 (hGX/kontrola) manjša od ± 0,58 in s tem sprememba v količini proteina zanemarljiva. Proteini, ki 
smo jih zaznali izljučno pri celicah tretiranih s hGX, v kontrolnem poskusu pa jih nismo zaznali, so označeni z "/". 
funkcionalne skupine proteinov simbol log2 (hGX/kontrola) 
citoskelet  
vimentin VIM 0,00 
tubulin veriga beta-4B TUBB4B -0,59 
tubulin veriga beta TUBB -0,98 
tubulin veriga alfa-1C TUBA1C 0,00 
LIM in SH3 domeno vsebujoč protein 1 LASP1 0,60 





funkcionalne skupine proteinov simbol log2 (hGX/kontrola) 
citoskelet   
kofilin 1 CFL1 -0,84 
metabolizem - sladkorji  
L-laktat-dehidrogenaza, veriga A LDHA -1,05 
glicerol-3-fosfat dehidorgenaza GAPDH -0,97 
fruktoza-bisfosfat-aldolaza A ALDOA 0,00 
metabolizem - redoks  
tioredoksin TXN 0,00 
saharopin dehidrogenazi podobna oksidoreduktaza SCCPDH* 3,90 
peroksiredoksin 1 PRDX1 0,00 
faktor sprožanja apoptoze 2 AIFM2* 1,21 
citokrom B5 reduktaza 3 CYB5R3* / 
dehidrogenaza/reduktaza družine SDR DHRS1 / 
metabolizem - steroli  
sterol-4-alfa-karboksilat 3-dehidrogenaza NSDHL* 3,70 
hidroksisteroid 17-beta-dehidrogenaza 11 HSD17B11* / 
metabolizem - TAG in PL  
perilipin 3 PLIN3* 0,00 
perilipin 2 PLIN2* / 
CoA-ligaza dolgoverižnih maščobnih 3 ACSL3* / 
lizofosfatidilholin aciltransferaza 1 LPCAT1* / 
adipozna trigliceridna lipaza (ATGL) PNPLA2* / 
1-acilglicerol-3-fosfat-O-aciltransferaza ABHD5* / 
CoA-ligaza dolgoverižnih maščobnih 4 ACSL4 / 
organizacija membran  
aneksin A7 ANXA7 0,00 
aneksin A2 ANXA2 0,00 
aneksin A1 ANXA1 0,00 
povezani z ubikvitinom  
valozin vsebujoč protein VCP* 1,18 
s FAS povezan faktor 2 FAF2* 2,92 
60S ribosomalni protein L40 UBA52 -1,10 
faktor sestavljanja VLDL pri lipidnih kapljic AUP1* / 
procesiranje proteinov  
faktorju elongacije podoben protein 1-alfa 3  EEF1A1P5 0,00 
protein toplotnega šoka HSP 90-beta HSP90AB1 0,00 
s toplotnim šokom povezan 71 kDa protein (Hsc70) HSPA8 0,00 
cistatin B CSTB / 
signalne poti  
sorcin SRI 1,48 
14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ 0,00 
14-3-3 protein theta YWHAQ 1,13 





funkcionalne skupine proteinov simbol log2 (hGX/kontrola) 
signalne poti   
14-3-3 protein sigma SFN 1,57 
transport membran - GTPaze  
z Ras-povezan protein Rab-11A RAB11A / 
ADP-ribozilacijski faktor 4 ARF4 / 
z Ras-povezan protein Rab-5C RAB5C / 
ostali   
transgelin 2 TAGLN2 0,93 
regulator apoptoze BAX BAX -0,69 
membranski protein sinaptičnega vezikla VAT1 / 
   
Pri poskusih brez izotopskega označevanja smo kvantitativno oceno lahko določili le tistim 
proteinom, ki smo jih hkrati zaznali tudi v kontrolni skupini. Celice, ki smo jih gojili v 
kompletnem mediju, smo uporabili kot kontrolno skupino za izračun kvantitativne spremembe 
prisotnosti proteinov v tretiranih celicah. V primeru, ko smo celice tretirali s hGX, smo zaznali 
30 proteinov, ki so zelo verjetno povezani z LK in smo jih hkrati zaznali tudi v kontrolni skupini 
(slika 6.1, c). Med njimi je pri več kot polovici proteinov (17/30) prišlo do signifikantne 
spremembe v količini proteina (slika 6.5). 
Slika 6.5: Spremembe proteoma LK pri celicah tretiranih s hGX. Prikazani so proteini zelo verjetno povezani z 
LK, pri katerih je tretiranje s hGX povzročilo signifikantno spremembo. Proteini označeni z "*" so glede na druge 
raziskave iz literature tudi potrjeno prisotni na LK. Kvantitativna ocena spremembe je dvojiški logaritem razmerja 





















intenzitet LFQ zaznanih proteinov pri vzorcih celic tretiranih s hGX glede na kontrolno skupino. Za značilno 
spremembo smo obravnavali absolutne vrednosti razmerja večje od 1,5 [log2 (hGX/kontrola) > ± 0,58]. 
Tretiranje celic s hGX je pri desetih proteinih povzročilo povečanje in pri sedmih zmanjšanje 
prisotnosti na LK. Pri celicah tretiranih s hGX je v primerjavi s kontrolno skupino manj 
proteinov metabolizma sladkorjev, več proteinov oksidoredukcijskega metabolizma in 
sterolov, več proteinov signalnih poti in manj proteinov citoskeleta (tabela 6.4 in slika 6.5). 
Zanimivo je, da so tisti z največjimi zaznanimi spremembami ravno potrjeni proteini LK 
(označeni z "*"), pri katerih tretiranje s hGX poveča prisotnost na LK. Proteine, pri katerih pride 
do spremembe smo ponazorili v interakcijski mreži, ki odraža medsebojno funkcijsko 
povezanost proteinov (slika 6.6). 
 
Slika 6.6: Funkcijska mreža proteinov povezanih z LK, ki so spremenjeni pri tretiranju s hGX. Proteini, pri katerih 
pri tretiranju s hGX pride do značilne spremembe v količini smo prikazali v funkcijski mreži ustvarjeni s spletnim 
orodjem STRING. Krogec predstavlja simbol proteina, obarvanost pa ga uvršča v biološki proces ali celično 
komponento. Debelina črte odraža podkrepljenost povezave.  
Pri manj kot polovici proteinov (13/30), ki smo jih zaznali v kontrolnih celicah in celicah 
tretiranih s hGX, ni prišlo do značilne spremembe (tabela 6.5).  
Tabela 6.5: Proteini zelo verjetno povezani z LK, pri katerih tretiranje s hGX ni povzročilo spremembe v količini. 
Z "*" je označen glede na literaturo potrjen protein LK. 
ime proteina simbol 
perilipin 3 PLIN3* 
aneksin A1 ANXA1 
tioredoksin TXN 
peroksiredoksin PRDX1 
aneksin A2 ANXA2 
fruktoza-bisfosfat-aldolaza A ALDOA 




ime proteina simbol 
14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ 
vimentin VIM 
protein toplotnega šoka HSP 90-beta HSP90AB1 
s toplotnim šokom povezan 71 kDa protein, Hsc70  HSPA8 
tubulin veriga alfa-1C TUBA1C 
aneksin A7 ANXA7 
faktorju elongacije podoben protein 1-alfa 3 EEF1A1P5 
Opazili smo, da pri vseh potrjenih proteinih LK pride do povečanja prisotnosti na LK. Edini 
potrjen protein LK, pri katerem nismo zaznali spremembe je PLIN3. Pri nobenem od potrjenih 
proteinov LK tretiranje s hGX ni povzročilo zmanjšanja prisotnosti na LK. 
6.4.2 Primerjava učinkov hGX in OA 
Zanimalo nas je tudi, kako na proteom LK vpliva tretiranje celic s hGX in kakšne so razlike v 
primerjavi s proteomom LK pri celicah tretiranih z OA. Ko smo celice tretirali z OA, smo zaznali 
194 proteinov, od slednjih smo jih 164 zaznali tudi pri celicah tretiranih s hGX (slika 6.1, a). Pri 
obeh načinih tretiranja smo zaznali 31 proteinov, ki so zelo verjetno povezani z LK (slika 6.7). 
Kvantitativno spremembo smo določili 29 proteinom, ki smo jih zaznali pri celicah tretiranih s 
hGX in OA ter v kontrolni skupini (slika 6.7).  
Slika 6.7: Sprememba proteoma pri celicah tretiranih s hGX in OA. Prikazani so proteini zelo verjetno povezani 
z LK, zaznani v kontrolni skupini celic in pri celicah tretiranih s hGX in OA. Pod a) so uvrščeni tisti, pri katerih pride 
do spremembe pri vsaj enem načinu tretiranja. Pod b) so prikazani tisti, pri katerih tretiranje s hGX in OA ne 
povzroči spremembe.   
Pri 24 proteinih je prišlo do spremembe pri vsaj enem načinu tretiranja celic. Pri obeh načinih 
tretiranja je prišlo do spremembe pri 12 proteinih. Štirje proteini so bili spremenjeni samo ob 
tretiranju s hGX, medtem ko pri celicah tretiranih z OA ni prišlo do spremembe. Osem 
proteinov je bilo spremenjenih samo ob tretiranju z OA, medtem ko pri vzorcih hGX ni prišlo 
do spremembe. Pri petih proteinih, tretiranje s hGX in OA ni povzročilo spremembe. 
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Zanimalo nas je, kakšen je vpliv tretiranja celic s hGX v primerjavi z OA na količino 12 proteinov, 
pri katerih sta oba načina tretiranja povzročila značilno spremembo (slika 6.7, a). Preverili smo, 
ali so spremembe pri hGX in OA podobne in če je učinek OA za kakšnega izmed proteinov 
nasproten. Prikazani so tisti proteini, pri katerih pride do spremembe v zaznani količini na LK, 
če celice tretiramo s hGX in OA (slika 6.8). 
Slika 6.8: Proteini LK, pri katerih tretiranje celic s hGX in OA povzroči značilno spremembo. Prikazani so proteini 
zelo verjetno povezani z LK, pri katerih tretiranje celic s hGX in OA povzroči značilno spremembo. Proteini 
označeni z "*" so tudi potrjeno prisotni na LK. Kvantitativna ocena spremembe je dvojiški logaritem razmerja 
intenzitet LFQ proteinov zaznanih v tretiranih celicah glede na kontrolno skupino celic. Razmerje intenzitet za 
vsak protein smo preračunali po formuli FC = LFQ(hGX ali OA)/LFQ(kontrola). Za vse prikazane proteine velja 
log2 (FC) > ± 0,58. 
Opazili smo, da sta trenda sprememb v količini proteinov podobna v celicah tretiranih s hGX 
in v tistih tretiranih z OA. Pri obeh načinih tretiranja pride do povečanja pri sedmih proteinih 
in do zmanjšanja pri petih proteinih. Pri nobenem izmed 12 spremenjenih proteinov 
(slika 6.7, a in slika 6.8) ni opaziti nasprotnega učinka tretiranja s hGX ali OA na količino 
proteina v celicah. Encim in maščobna kislina prav tako povzročita povečanje količine 
proteinov, ki so potrjeno prisotni na LK. Največjo spremembo povzročita v primeru proteina 
SSCPDH. Kaže tudi, da so pozitivni učinki encima hGX precej bolj izraziti, predvsem za 
rezidenčne proteine LK, OA pa kaže za malenkost bolj izrazite negativne učinke na količino 
proteinov. 
Nekaj proteinov je takšnih, ki smo jih zaznali pri tretiranju s hGX in OA, vendar do spremembe 
pride samo pri enem izmed načinov tretiranja (slika 6.7, a in slika 6.9).  













log (FC OA) log (FC hGX)
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Slika 6.9: Proteini LK, ki so spremenjeni le pri enem načinu tretiranja celic. Prikazani so proteini zelo verjetno 
povezani z LK, pri katerih pride do spremembe le pri tretiranju celic s hGX ali z OA (slika 5.11, a). Kvantitativna 
ocena spremembe je dvojiški logaritem razmerja intenzitet LFQ proteinov zaznanih v tretiranih celicah glede na 
kontrolno skupino celic. Razmerje intenzitet za vsak protein smo preračunali po formuli 
FC = LFQ(hGX ali OA)/LFQ(kontrola). Za vse prikazane proteine velja log2 (FC) > ± 0,58. 
Na sliki 6.9 so prikazani tisti proteini, na katere vpliva le hGX in tisti, na katere vpliva le OA. 
Tretiranje celic s hGX pri dveh proteinih zmanjša in pri dveh poveča prisotnost na LK. Tretiranje 
celic z OA pri šestih proteinih zmanjša in pri dveh poveča prisotnost na LK. Pri petih proteinih 
pa v nobenem načinu tretiranja ni prišlo do sprememb (tabela 6.6 in slika 6.7, b). 
Tabela 6.6: Proteini, pri katerih tretiranje s hGX ali OA ne povzroči sprememb. Z "*" je označen potrjen 
protein LK. 
ime proteina simbol 
14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ 
aneksin A1 ANXA1 
s toplotnim šokom povezan 71 kDa protein (Hsc70) HSPA8 
perilipin 3 PLIN3* 
tioredoksin TXN 
  
Pri nobenem od potrjenih proteinov LK tretiranje s hGX in OA ni povzročilo zmanjšanja 
prisotnosti na LK. Edini potrjen protein, pri katerem tretiranje celic s hGX ali z OA ni povzročilo 
spremembe je PLIN3.  
 
 













log (FC OA) log (FC hGX)
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6.4.3 Zanimivi proteini, ki jih želimo izpostaviti 
Pri vsakem načinu tretiranja smo zaznali nekaj proteinov, ki jih nismo zaznali pri drugih načinih 
tretiranja ali pa jih nismo opredelili kot proteine zelo verjetno povezane z  LK (slika 6.10).  
  
Slika 6.10: Različni proteini, značilni za določen način tretiranja Izpostavili smo tiste, ki so zanimivi glede na 
funkcijo in jih nismo uvrstili med proteine zelo verjetno povezane z LK (NAMPT, PTGES3, ANXA3, ANXA4). 
Prikazana sta tudi dva znana proteina LK, ki smo ju zaznali le pri tretiranju celic s hGX in OA (ACSL3, PLIN2). Puščice 
prikazujejo vrste poskusov, pri katerih smo zaznali protein. Z "*" so označeni potrjeni proteini LK. 
Proteina ACSL3 in PLIN2, ki sta znana proteina LK, smo zaznali le takrat, ko smo celice tretirali 
s hGX ali OA. Intenziteti zaznave LFQ teh dveh proteinov pri vzorcih hGX smo primerjali 
neposredno z intenzitetama LFQ pri vzorcih OA. Razmerje intenzitet za vsak protein smo 
preračunali po formuli log2 LFQ(hGX)/LFQ(OA). Pri obeh proteinih je hGX povzročila znatnejše 
povečanje prisotnosti na LK, in sicer za faktor 1,91 v primeru ACSL3 in 3,30 v primeru PLIN2.  
Iz množice neopredeljenih proteinov smo izbrali nekaj proteinov, ki so bili zanimivi zaradi 
funkcije ali pa smo jih že zaznali v naših prejšnjih raziskavah. V vseh primerih tretiranja celic 
smo zaznali protein NAMPT, ki smo ga zaznali tudi v naših prejšnjih proteomskih raziskavah, 
kjer smo opazili njegovo povečanje na LK. Sedaj naši rezultati kažejo, da je tretiranje celic s 
hGX in OA privedlo do zmanjšanja prisotnosti NAMPT na LK. Razlika v prisotnosti NAMPT med 
tretiranimi celicami in kontrolno skupino izražena kot log2 (hGX, OA/kontrola) je –3,26 za hGX 
in –2,29 za OA. Pri celicah tretiranih s hGX in v kontrolni skupini smo zaznali tudi prisotnost 
prostaglandin E sintaze 3 (PTGES3), ki je pomembna v sintezi vnetnih signalnih molekul, 
eikozanoidov. Zaznali smo tudi prisotnost dveh različnih proteinov iz družine aneksinov 
(ANXA3, ANXA4), ki jih Bersuker in sodelavci [8] poleg ostalih aneksinov (ANXA1, ANXA2, 





Lipidne kapljice so pomemben organel, ki uravnava številne procese, saj je povezan s celično 
signalizacijo, metabolizmom, razgradnjo proteinov. V stresnem okolju imajo LK zaščitno vlogo 
in rakavim celicam omogočijo preživetje. Vpletene so tudi v številne patološke procese, kot so 
debelost, steatoza jeter in diabetes tipa 2 [9]. LK so organel, ki se nenehno odziva in prilagaja 
na okolje v celici. V odziv na spremembe v okolju celice se nenehno spreminja tudi sestava 
proteinov, ki se nahajajo na LK ali pa se na različne načine prehodno povezujejo z LK. Zaradi 
množice raznolikih proteinov, ki se nahajajo na LK, so ti organeli stičišče mnogih procesov in 
kompleksnih odzivov celice. 
Pri rakavih celicah imajo LK ključno vlogo v odzivu na stresne pogoje [9]. V primeru eksogeno 
dodanih MK celice privzamejo MK, ki jih shranijo v inertnem okolju LK in s tem zavarujejo pred 
peroksidacijo. Obenem pa so MK vir za sintezo membran, shrambo energije in sintezo 
signalnih molekul, ki pospešujejo proliferacijo in rast rakavih celic [75]. Dodatek OA pri celicah 
raka dojke povzroči nastanek LK in omogoči njihovo preživetje tudi pri daljšem, večdnevnem 
stradanju v odsotnosti seruma. Encimsko delovanje hGX povzroči sproščanje MK iz membran 
celic in pri celicah raka dojke privede do nastanka LK [4]. V stresnih pogojih, kot je podaljšano 
stradanje v odsotnosti seruma, predhodno tretiranje celic s hGX omogoči bistveno daljše 
preživetje celic [4].  
Delovanje OA in hGX potrjeno vpliva na lipidno sestavo kapljic in pri dodatku hGX privede do 
povečanega deleža acilnih repkov PUFA v trigliceridih [3,76]. Malo je znanega o tem, kako sta 
povečana tvorba LK in spremenjena sestava LK povezani s spremembami proteinske sestave 
LK, tako na primeru hGX in OA, kot v splošnem. Spremembe v proteomu LK najverjetneje 
odražajo spremembe v funkciji LK in zrcalijo vplive delovanja hGX in OA. Da bi ugotovili 
spremembe v proteinski sestavi LK, ki so posledica delovanja hGX in OA, smo izvedli 
proteomsko analizo na izoliranih LK. 
7.1 Izolacija LK je tehnično zahteven proces, ki zmanjša prisotnost ostalih organelov  
Potrdili smo učinke, ki jih ima hGX na celice raka dojke MDA-MB-231, kjer povzroči povečano 
tvorbo LK [4]. Pri 10 nM koncentraciji hGX smo po 48 h opazili vsaj 2-kratno povečanje LK. 
Dodatek OA je pri celicah prav tako povzročil nastanek LK, količina LK pa je bila odvisna od 
koncentracije OA. Povečanje količine LK, ki je bilo primerljivo z učinkom hGX, smo opazili ob 
dodatku 10 M koncentracije OA. Odločili smo se, da za proteomsko analizo LK uporabimo 10 
nM hGX in 10 M OA. Iz celic, v katerih smo inducirali LK, smo po 48 h izolirali LK. Za izolacijo 
LK smo potrebovali veliko število celic, saj je izkupiček izolacije LK iz celic, ki vsebujejo relativno 
majhne količine nevtralnih lipidov, že v principu zelo majhen. V primeru tretiranih celic smo 
zbrali večjo količino proteinov kot v kontrolnem poskusu. Čeprav v kontrolnem poskusu 
celicam nismo povečali količine lipidov, smo vseeno pridobili zadostno količino proteinov 
lipidne frakcije. Po izolaciji smo alikvot frakcije LK preverili pod fluorescenčnim mikroskopom 
in opazili ustrezne velikosti in homogenost izoliranih LK [2,77].  
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LK so sestavljene iz malo proteinov in veliko TAG in HE, imajo pa v primerjavi z ostalimi organeli 
manjšo gostoto (manj kot 1 g/cm3). Razliko v gostoti s pridom izkoriščamo pri njihovi izolaciji, 
saj se pri delovanju centrifugalne sile ločijo od ostalih celičnih komponent in splavajo na 
površino gradienta. Pred izolacijo je ključna ustrezna homogenizacija vzorca, saj premočna 
homogenizacija lahko razbije večje lipidne kapljice. Ovira pri izolaciji LK s centrifugiranjem je 
tudi izguba heterogenosti populacije LK, saj pri višjih centrifugalnih silah lahko izgubimo 
predvsem manjše LK in razbijemo večje [32,78]. S centrifugiranjem ne moremo izolirati 
popolnoma čistih LK. V lipidni fazi so poleg LK prisotni tudi delčki ostalih organelov in drugega 
celičnega materiala. Največkrat so kontaminante izolacije koščki poškodovanih membran 
mitohondrijev in ER. Prisotnost kontaminirajočih organelov je nezaželjena še posebej takrat, 
ko želimo identificirati  proteine, ki pripadajo LK. Ker so LK znotraj celice v tesnem stiku z 
ostalimi organeli, je določitev proteinov, ki se nahajajo na LK otežena. Za izvedbo analize na 
masnem spektrometru potrebujemo kar se da čist vzorec. Dejstvo je, da izolacija LK brez 
mitohondrijskih proteinov in proteinov ER praktično ni mogoča. Z dodatnimi koraki spiranja 
lahko do neke mere očistimo frakcijo LK, vendar se z večkratnim spiranjem izgubijo manjše 
LK [79]. Uspešnost izolacije lahko ovrednotimo z imunodetekcijo markerjev značilnih za 
določen celični predel. Med izolacijo LK pride do ločitve celične vsebine glede na gostoto, zato 
se v posamezni frakciji pojavijo proteini, ki odražajo prisotnost celičnih struktur. Perilipini so 
glavni markerji frakcije LK, zato smo za marker lipidne frakcije uporabili PLIN2. Kot marker ER 
smo uporabili šaperon HSPA5 (imenovan tudi Bip ali Grp78), kot citosolni marker pa 
citoskeletni protein -aktin. S prenosom western in imunodetekcijo smo potrdili, da je v 
frakciji LK močno povečana količina PLIN2, obenem pa je njegova količina v ostalih frakcijah 
bila zanemarljiva. Prav tako smo v lipidni frakcij zaznali zelo malo proteinov iz ER in citosola. S 
spiranjem lipidne frakcije smo še dodatno zmanjšali prisotnost ER proteinov. Opazili smo, da 
pri spiranju frakcije izgubimo tudi manjši del lipidne frakcije, zato smo lipidno frakcijo sprali 
največ trikrat. Potrdili smo, da naš postopek izolacije privede do zadostne čistosti lipidne 
frakcije za analizo na masnem spektrometru. 
7.2 Zanesljivost proteomskih rezultatov 
Številne študije so poskušale določiti proteom LK s proteomsko analizo obogatene lipidne 
frakcije. Študij, pri katerih so izvedli proteomsko analizo izoliranih LK pri sesalskih celicah je 
bilo do sedaj vsaj 30 (tabela 6.1). Pri sedmih izmed teh študij so uporabili rakave celice, kjer je 
v večini primerov šlo za rak jeter, najverjetneje zaradi relativno velike količine nevtralnih 
lipidov in številnih LK v jetrnih celicah [32,35,38,48,57,59]. Proteomska analiza LK pri celicah 
raka dojke, glede na naše poznavanje literature, je bila do sedaj izvedena samo v naši 
raziskovalni skupini [80]. Predvsem pri starejših raziskavah so bili rezultati kvalitativne narave. 
Kvantitativna analiza je bila najpogosteje izvedena po metodi SILAC, manj pa je bilo 
kvantitativnih študij brez izotopskega označevanja [40,42]. V povprečju so v raziskavah navedli 
med 50 do 600 zaznanih proteinov. Pri vseh študijah je bila interpretacija rezultatov otežena 
zaradi prisotnosti kontaminirajočih proteinov iz ostalih predelov celice. Zanesljivost 
ugotovljene povezave z LK so v nekaterih primerih potrdili s fluorescenčno mikroskopijo (do 
sedaj je na takšen način potrjenih 53 proteinov). Zaradi potrebe po zanesljivejših rezultatih so 
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Bersuker in sodelavci uporabili metodo bližnjega označevanja (angl. ''proximity labeling'') [32]. 
Metoda je omogočila veliko bolj zanesljivo opredelitev zaznanih proteinov. Med vsemi 
proteini, ki so jih zaznali v lipidni frakciji (1500) so jih 176 uvrstili v t.i. zelo zanesljiv proteom 
LK (http://dropletproteome.org). Zelo velik del zaznanih proteinov (1100) pa so obravnavali 
kot kontaminante. Pri naših analizah smo izvedli kvantitativno analizo proteinov LK po dveh 
različnih metodah. Pri metodi brez izotopskega označevanja smo zaznali 432 različnih 
proteinov, med katerimi smo 50 proteinov uvrstili med tiste, ki so zelo verjetno povezani z LK, 
17 proteinov pa je bilo glede na literaturo že potrjeno prisotnih na LK. Pri metodi SILAC smo 
skupno zaznali 148 različnih proteinov, pri čemer smo jih 23 uvrstili v skupino zelo verjetno 
povezanih z LK, trije pa so že potrjeno prisotni na LK. Pri metodi SILAC nismo zaznali značilnih 
kvantitativnih sprememb v količini posameznih proteinov, zato smo podatke obravnavali le 
kvalitativno. Pri vseh izvedenih poskusih smo vedno zaznali 40 proteinov. Med temi je 20 
proteinov zelo verjetno povezanih z LK in so najverjetneje značilni za LK pri celicah 
MDA-MB-231. Med njimi je bilo največ proteinov citoskeleta, nekaj proteinov signalnih poti, 
presnove sladkorjev in tudi oksidoredukcijskega metabolizma. Prisotni so bili tudi proteini 
organizacije membran in tisti vljučeni v procesiranje proteinov, med njimi tudi protein 
pomemben v procesu selektivne avtofagije HSPA8 (bolj poznan kot šaperon Hsc70). Potrjen 
protein LK, ki smo ga zaznali pri vseh poskusih je bil VCP [27]. Ostalih 20 nismo uspeli opredeliti 
po zanesljivosti glede na literaturo, zato predstavljajo nove proteine, ki bi lahko bili značilni za 
proteom LK pri celicah MDA-MB-231. Potrebovali bi dodatne raziskave, da bi potrdili, ali so 
neopredeljeni proteini povezani z LK, ali pa so le kontaminante. Med temi proteini je, 
predvsem glede na njegove znane funkcije pri oksidoredukcijskem metabolizmu in stresnem 
odgovoru [81], potencialno najbolj zanimiv protein NAMPT, ki smo ga že zaznali v naših 
prejšnjih raziskavah proteomike LK [80]. 
Ker vemo, da del naših rezultatov predstavljajo kontaminante, ki jih ne moremo natančno 
določiti, smo se odločili, da zaradi večje zanesljivosti pri bolj podrobni analizi upoštevamo le 
tiste proteine, za katere je bilo pokazano, da so zelo verjetno del proteoma LK. Pri tem smo se 
v največji meri sklicevali na rezultate Bersukerja in sodelavcev in na eksperimentalno potrjene 
proteine LK [28]. Tisti proteini, ki jim nismo mogli določiti natančne povezanosti z LK, lahko 
spadajo med kontaminante ali pa potencialno nove proteine LK. Zato smo glede na funkcijo in 
zaznavo proteinov v ostalih študijah izpostavili tudi nekatere, ki jih sicer nismo opredelili kot 
proteine zelo verjetno povezane LK. 
7.3 Kvantitativna proteomska analiza LK pri celicah tretiranih s hGX 
Želeli smo ugotoviti, kako se pod vplivom delovanja encima hGX spremeni proteom LK. 
Predvidevali smo, da se s spremembo velikosti in lipidne sestave LK pod vplivom hGX [3,76] 
spremenita tudi količina (kot posledica spremenjenega izražanja ali razgradnje proteina) ali 
lokalizacija nekaterih proteinov povezanih z LK. Pri celicah, ki smo jih tretirali s hGX, smo 
zaznali 45 zanesljivih proteinov LK. Na LK, induciranih z delovanjem hGX, smo zaznali proteine 
iz desetih različnih funkcionalnih skupin značilnih za proteine LK [8]. Največ je bilo proteinov 
lipidnega metabolizma (PLIN3*, PLIN2*, ACSL3*, LPCAT1*, PNPLA2*, ABHD5*, ACSL4, 
NSDHL*, HSD17B11*) in redoks metabolizma (TXN, SCCPDH*, PRDX1, AIFM2*, CYB5R3*, 
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DHRS1). Na LK celic tretiranih s hGX smo zaznali prostaglandin E sintazo 3 (PTGES3), ki je 
pomemben v pretvorbi prostaglandina H2 v prostaglandin E2. Prisotnost tega encima kaže na 
to, da so LK mesto sinteze lipidnih vnetnih faktorjev eikozanoidov, ki pri rakavih celicah 
spodbujajo vnetni odziv, angiogenezo in migracijo [14]. V primeru, ko smo nek protein zaznali 
le pri enem načinu tretiranja, zanj ni bilo mogoče določiti kvantitativne spremembe, lahko pa 
smo proteine razporedili glede na intenziteto zaznave. Med proteini, ki smo jih zaznali samo 
pri enem načinu tretiranja, verjetno najdemo tudi take, ki se z LK povežejo le prehodno in le v 
določenih okoliščinah, kot je npr. sprememba velikosti, sestave in števila LK pod vplivom 
delovanja hGX ali OA. Pri celicah tretiranih s hGX smo zaznali 15 proteinov, ki jih nismo zaznali 
v kontrolni skupini, od teh je 7 proteinov potrjeno prisotnih na LK (razporejeni po naraščajoči 
intenziteti LFQ: RAB11A, LPCAT1, PNPLA2, HSD17B11, ABHD5, CYB5R3, AUP1) in 6 takšnih, ki 
so zelo verjetno proteini LK (razporejeni po naraščajoči intenziteti LFQ: CSTB, DHRS1, ACSL4, 
VAT1, ARF4, RAB5C). V kontrolnem vzorcu smo zaznali dva proteina, ki sta potrjeno proteina 
LK (RAB18, RAB1B) in ju nismo zaznali v primeru, ko smo celice tretirali s hGX. Pri tistih, ki smo 
jih zaznali v kontrolnem poskusu in pri tretiranih celicah, smo lahko določili spremembo v 
prisotnosti na LK. Do spremembe je v primeru celic tretiranih s hGX prišlo pri 17-ih proteinih. 
Pri celicah tretiranih s hGX je na LK v primerjavi s kontrolno skupino: manj proteinov 
metabolizma sladkorjev (LDHA, GAPDH), več proteinov metabolizma redoks in sterolov 
(AIFM2*, SCCPDH*, NSDHL*), več proteinov signalnih poti (YWHAQ, SRI, SFN), več proteinov 
povezanih z ubikvitinom (VCP*, FAF2*) in manj proteinov citoskeleta (TUBB, CFL1, TUBB4B). 
Opazili smo, da tretiranje celic s hGX povzroči povezavo LK z dodatnimi proteini, ki so potrjeno 
prisotni na LK. Pri proteinih, ki so potrjeno prisotni na LK tretiranje celic s hGX povzroči 
povečanje prisotnosti na LK. Izjema je protein PLIN3, pri katerem nismo zaznali značilne 
spremembe. Pokazali smo, da imajo LK celic tretiranih s hGX več proteinov, ki so značilni za ta 
organel.  
7.4 Razlike v proteomu LK pri celicah tretiranih s hGX in OA 
Pri delovanju hGX na celice MDA-MB-231 se iz membranskih fosfolipidov v največji meri 
sprosti OA [3], ki ima tako kot hGX ugoden vpliv na preživetje celic MDA-MB-231 [4]. Glede na 
podobnost učinkov med OA in hGX pri celicah MDA-MB-231 smo v tem delu želeli ugotoviti, v 
kakšni meri je vpliv OA na proteom LK podoben vplivu hGX. hGX Poleg OA, pri svojem 
delovanju hGX postopoma sprošča tudi druge MK iz membran, med katerimi so tudi PUFA. 
Gre torej za mešanico MK, ki ima nedvomno različne učinke na celice v primerjavi z OA, ki jo 
dodamo od zunaj, v enkratnem odmerku. Znano je, da različna lipidna sestava LK vpliva na 
povezavo proteinov z LK [82]. Rezultati naše skupine so pokazali, da hGX poveča delež acilnih 
repkov PUFA v TAG shranjenih v LK [4]. Ker vemo, da so učinki hGX in OA, pri nekaterih celičnih 
linijah različni in celo nasprotni [3,4,83,84] smo preverili, ali pride do razlik tudi v proteomu 
LK. Pri 12-ih proteinih je tretiranje celic s hGX ali OA povzročilo spremembo v prisotnosti na 
LK. Opazili smo, da je trend sprememb v količini vseh 12 proteinov podoben v obeh primerih. 
Tako hGX kot tudi OA namreč povzročita povečanje potrjenih proteinov LK, za katere so že 
pokazali, da stimulirajo rast LK (FAF2, NSDHL, VCP) [27,85]. FAF2 in VCP zavreta delovanje 
ATGL, kar vodi do inhibicije lipolize in kopičenja LK [27]. Pri obeh načinih tretiranja smo najbolj 
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izrazito povečanje zaznali v količini proteina SCCPDH. Protein SCCPDH so pred kratkim validirali 
kot rezidenčni protein LK [8], vendar njegova funkcija še ni natančno pojasnjena. SCCPDH je 
sicer ključen v sintezi lizina, kot kofaktor pa uporablja NAD+, zaradi česar vpliva tudi na redoks 
stanje v celici. Med proteini, pri katerih je tako pod vplivom hGX kot OA prišlo do zmanjšanja 
količine so citoskeletni proteini (TUBB, TUBB4) in tisti, ki sodelujejo pri metabolizmu sladkorjev 
(LDHA, GAPDH). Pri obeh načinih tretiranja smo opazili zmanjšanje količine pri proteinu 
NAMPT, ki smo ga prav tako identificirali na LK v naših prejšnjih raziskavah in je pomemben v 
sintezi kofaktorja NAD+ [80]. Pri obeh načinih tretiranja pa nismo opazili zmanjšanja količine 
katerega izmed že potrjenih proteinov LK, saj je pri vseh prišlo do povečanja. PLIN3 je bil edini 
potrjen protein LK, pri katerem ni prišlo do spremembe pri obeh načinih tretiranja. Med 
zaznanimi proteini ni bilo takšnih, kjer bi tretiranje celic z OA zmanjšalo, tretiranje s hGX pa 
povečalo njihovo količino na LK. Na LK celic tretiranih s hGX pa smo zaznali 14 proteinov, ki jih 
v primeru tretiranja z OA nismo zaznali. Le v nekaterih primerih je do spremembe prišlo le pri 
enem načinu tretiranja. OA je povzročila povečanje količine proteinov VIM in PRDX1, encim 
hGX pa je povzročil povečanje količine proteinov SFN in LASP1. Proteinov PLIN2 in ACSL3 smo 
zaznali le pri celicah, ki smo jih tretirali s hGX ali OA, nismo pa ju zaznali pri netretiranih celicah. 
Oba proteina sta že potrjeno prisotna na LK [55,62]. Pri obeh je tretiranje s hGX povzročilo 
znatno večje povečanje količine v primerjavi z OA. PLIN2 je t.i. plaščni protein LK, je eden izmed 
prvih potrjenih rezidenčnih proteinov LK in je pomemben pri regulaciji lipolize, saj uravnava 
delovanje lipaze ATGL [67]. ACSL3 pa se veže na LK, ko stradane celice prejmejo večjo količino 
lipidov in omogoči začetek rasti LK [22]. Rast LK pa spodbuja interakcije PLIN2 in PLIN3 z LK, ki 
omogočata stabilizacijo LK [86]. Pokazali so, da je na eni LK prisotnih več kot 600 molekul 
ACSL3, ki so pomembne za aktivacijo MK [22]. Zanimivo je, da smo izključno pri celicah 
tretiranih s hGX in v kontrolni skupini zaznali tudi encim ACSL4. Prisotnost acil-CoA sintetaz na 
LK odraža povečan privzem MK, ki jih celica aktivno shranjuje v obliki LK. Tretiranje celic s hGX 
je v primerjavi s kontrolno skupino povzročilo povečanje količine proteina AIFM2 na LK. 
Proteina AIFM2 pa nismo zaznali pri celicah tretiranih z OA. Prisotnost AIFM2 na LK so potrdili 
pred kratkim [8]. AIFM2 deluje kot NAD(P)H odvisna oksidoreduktaza in je pomemben pri 
indukciji od kaspaz in p53 neodvisne apoptoze.  
Proteom LK se nedvomno dinamično spreminja glede na pogoje in funkcije LK, vendar pri tem 
ohranja nekaj proteinov, ki so značilni za večino razmer v celici. Izmed proteinov iz družine 
perilipinov smo pri vseh treh načinih tretiranja zaznali le PLIN3. Potrjeni proteini LK, ki smo jih 
zaznali v vseh treh načinih tretiranja celic so: VCP, PLIN3, NSDHL, SCCPDH in FAF2. V kontrolni 
skupini celic, ki smo jih gojili v običajnih razmerah smo zaznali 8 potrjenih proteinov LK (VCP, 
PLIN3, NSDHL, SCCPDH, FAF2, AIFM2, RAB18, RAB1B). Pokazali smo, da so tudi pri netretiranih 
celicah MDA-MB-231 na LK prisotni potrjeni proteini LK, kar kaže na to, da so LK pomembni 
organeli, prisotni tudi takrat, ko celica ni izpostavljena povečani količini lipidov. Ker smo pri 
vseh načinih tretiranja zaznali proteine LK, sklepamo, da so LK pomemben celičen organel ne 




Na podlagi rezultatov magistrske naloge zaključujemo: 
- V izoliranih frakcijah LK smo zaznali 432 proteinov. Med temi je vsaj 12 % (50/432) proteinov 
zelo verjetno povezanih z LK, med katerimi je za 17 proteinov prisotnost na LK bila že potrjena 
s fluorescenčno mikroskopijo. Velikemu delu proteinov nismo mogli določiti zanesljive 
povezave z LK (49 %, 213/432). Preostali del zaznanih proteinov pa so bile zelo verjetno 
kontaminante (39 %, 169/432). 
 
- Dobro poznani in potrjeni proteini LK so bili prisotni tudi pri celicah, ki niso bile izpostavljene 
povečani količini lipidov. 
 
- Pri celicah, tretiranih s hGX in OA, smo na LK zaznali proteine z različnimi funkcijami, med 
katerimi je največ proteinov lipidnega in oksidoredukcijskega metabolizma. 
 
- Največ potrjenih proteinov LK smo zaznali pri celicah, tretiranih s hGX. 
 
- Dodatek OA ali hGX k celicam raka dojke je povzročil povečanje količin skoraj vseh potrjenih 
proteinov LK z izjemo perilipina 3. 
 
- Trenda sprememb v količini proteinov, ki so zelo verjetno povezani z LK, sta podobna v celicah, 
tretiranih s hGX, in v tistih, tretiranih z OA. 
 
Naše ugotovitve so pokazale na kompleksno sestavo in dinamiko proteoma LK, ki je odraz 
stanja in mikrookolja celice. Proteini, zaznani na LK, so iz različnih funkcionalnih skupin in 
podpirajo številne vloge LK, pomembne za delovanje celic. Ostaja pa še precej zaznanih 
proteinov z neznano funkcijo, za katere je v prvi vrsti potrebno ugotoviti, ali dejansko 





[1] Nelson, D.L., Cox, M.M., Lehninger Principles of Biochemistry (5. izd.). W.H. Freeman 
and Co., New York, ZDA, str. 1158., 2008. 
[2] Ding, Y., Zhang, S., Yang, L., Na, H., Zhang, P., Zhang, H., Wang, Y., Chen, Y., Yu, J., Huo, 
C., Xu, S., Garaiova, M., Cong, Y., Liu, P. Isolating lipid droplets from multiple species. 
Nat. Protoc. 2013, 8, 43–51. 
[3] Jarc, E., Kump, A., Malavasic, P., Eichmann, T.O., Zimmermann, R., Petan, T. Lipid 
droplets induced by secreted phospholipase A2 and unsaturated fatty acids protect 
breast cancer cells from nutrient and lipotoxic stress. Biochim. Biophys. Acta 2018, 
1863, 247–265. 
[4] Pucer, A., Brglez, V., Payré, C., Pungerčar, J., Lambeau, G., Petan, T. Group X secreted 
phospholipase A(2) induces lipid droplet formation and prolongs breast cancer cell 
survival. Mol. Cancer 2013, 12, 111. 
[5] Olzmann, J.A., Carvalho, P. Dynamics and functions of lipid droplets. Nat. Rev. Mol. Cell 
Biol. 2018, 20, 137–155. 
[6] Greenberg, A.S., Egan, J.J., Wek, S.A., Garty, N.B., Blanchette-Mackie, E.J., Londos, C. 
Perilipin, a major hormonally regulated adipocyte-specific phosphoprotein associated 
with the periphery of lipid storage droplets. J. Biol. Chem. 1991, 266, 11341–6. 
[7] Tauchi-Sato, K., Ozeki, S., Houjou, T., Taguchi, R., Fujimoto, T. The surface of lipid 
droplets is a phospholipid monolayer with a unique Fatty Acid composition. J. Biol. 
Chem. 2002, 277, 44507–12. 
[8] Bersuker, K., Peterson, C.W.H., To, M., Sahl, S.J., Savikhin, V., Grossman, E.A., Nomura, 
D.K., Olzmann, J.A. A Proximity Labeling Strategy Provides Insights into the Composition 
and Dynamics of Lipid Droplet Proteomes. Dev. Cell 2018, 44, 97–112. 
[9] Petan, T., Jarc, E., Jusović, M. Lipid droplets in cancer: guardians of fat in a stressful 
world. 2018, 23, 1941. 
[10] Bensaad, K., Favaro, E., Lewis, C.A., Peck, B., Lord, S., Collins, J.M., Pinnick, K.E., Wigfield, 
S., Buffa, F.M., Li, J.L., Zhang, Q., Wakelam, M.J.O., Karpe, F., Schulze, A., Harris, A.L. 
Fatty acid uptake and lipid storage induced by HIF-1α contribute to cell growth and 
survival after hypoxia-reoxygenation. Cell Rep. 2014, 9, 349–365. 
[11] Nieman, K.M., Kenny, H. a, Penicka, C. V, Ladanyi, A., Buell-Gutbrod, R., Zillhardt, M.R., 
Romero, I.L., Carey, M.S., Mills, G.B., Hotamisligil, G.S., Yamada, S.D., Peter, M.E., Gwin, 
K., Lengyel, E. Adipocytes promote ovarian cancer metastasis and provide energy for 
rapid tumor growth. Nat. Med. 2011, 17, 1498–1503. 
[12] Luo, X., Zhao, X., Cheng, C., Li, N., Liu, Y., Cao, Y. The implications of signaling lipids in 
cancer metastasis. Exp. Mol. Med. 2018, 50, 127. 
[13] Bozza, P.T., Viola, J.P.B.B. Lipid droplets in inflammation and cancer. Prostaglandins 
Leukot. Essent. Fat. Acids 2010, 82, 243–250. 
[14] Accioly, M.T., Pacheco, P., Maya-Monteiro, C.M., Carrossini, N., Robbs, B.K., Oliveira, 
51 
 
S.S., Kaufmann, C., Morgado-Diaz, J.A., Bozza, P.T., Viola, J.P.B. Lipid bodies are 
reservoirs of cyclooxygenase-2 and sites of prostaglandin-E2 synthesis in colon cancer 
cells. Cancer Res. 2008, 68, 1732–1740. 
[15] Cupillard, L., Koumanov, K., Mattéi, M.G., Lazdunski, M., Lambeau, G. Cloning, 
chromosomal mapping, and expression of a novel human secretory phospholipase A2. 
J. Biol. Chem. 1997, 272, 15745–15752. 
[16] Astudillo, A.M., Balboa, M.A., Balsinde, J. Selectivity of phospholipid hydrolysis by 
phospholipase A2 enzymes in activated cells leading to polyunsaturated fatty acid 
mobilization. Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Biol. Lipids 2019, 1864, 772–783. 
[17] Lengyel, E., Makowski, L., DiGiovanni, J., Kolonin, M.G. Cancer as a Matter of Fat: The 
Crosstalk between Adipose Tissue and Tumors. Trends in Cancer 2018, 4, 374–384. 
[18] Nieman, K.M., Kenny, H.A., Penicka, C. V, Ladanyi, A., Buell-, R., Zillhardt, M.R., Romero, 
I.L., Carey, M.S., Mills, G.B., Gökhan, S. Energy for Rapid Tumor Growth. Nat Med 2014, 
17, 1498–1503. 
[19] Gao, Q., Goodman, J.M. The lipid droplet—a well-connected organelle. Front. Cell Dev. 
Biol. 2015, 3, 1–12. 
[20] Wilfling, F., Wang, H., Haas, J.T., Krahmer, N., Gould, T.J., Uchida, A., Cheng, J.X., 
Graham, M., Christiano, R., Fröhlich, F., Liu, X., Buhman, K.K., Coleman, R.A., 
Bewersdorf, J., Farese, R. V., Walther, T.C. Triacylglycerol synthesis enzymes mediate 
lipid droplet growth by relocalizing from the ER to lipid droplets. Dev. Cell 2013, 24, 
384–399. 
[21] Krahmer, N., Guo, Y., Wilfling, F., Hilger, M., Lingrell, S., Heger, K., Newman, H.W., 
Schmidt-Supprian, M., Vance, D.E., Mann, M., Farese, R. V., Walther, T.C. 
Phosphatidylcholine synthesis for lipid droplet expansion is mediated by localized 
activation of CTP:Phosphocholine cytidylyltransferase. Cell Metab. 2011, 14, 504–515. 
[22] Poppelreuther, M., Sander, S., Minden, F., Dietz, M.S., Exner, T., Du, C., Zhang, I., 
Ehehalt, F., Knüppel, L., Domschke, S., Badenhop, A., Staudacher, S., Ehehalt, R., 
Stremmel, W., Thiele, C., Heilemann, M., Füllekrug, J. The metabolic capacity of lipid 
droplet localized acyl-CoA synthetase 3 is not sufficient to support local triglyceride 
synthesis independent of the endoplasmic reticulum in A431 cells. Biochim. Biophys. 
Acta - Mol. Cell Biol. Lipids 2018, 1863, 614–624. 
[23] Moessinger, C., Kuerschner, L., Spandl, J., Shevchenko, A., Thiele, C. Human 
lysophosphatidylcholine acyltransferases 1 and 2 are located in lipid droplets where 
they catalyze the formation of phosphatidylcholine. J. Biol. Chem. 2011, 286, 21330–
21339. 
[24] Guijas, C., Rodríguez, J.P., Rubio, J.M., Balboa, M. a, Balsinde, J. Phospholipase A2 
regulation of lipid droplet formation. Biochim. Biophys. Acta 2014, 1841, 1661–71. 
[25] Kory, N., Farese, R. V., Walther, T.C. Targeting Fat: Mechanisms of Protein Localization 
to Lipid Droplets. Trends Cell Biol. 2016, 26, 535–546. 
[26] Prévost, C., Sharp, M.E., Kory, N., Lin, Q., Voth, G.A., Farese, R. V., Walther, T.C. 
Mechanism and Determinants of Amphipathic Helix-Containing Protein Targeting to 
52 
 
Lipid Droplets. Dev. Cell 2018, 44, 73–86. 
[27] Olzmann, J.A., Richter, C.M., Kopito, R.R. Spatial regulation of UBXD8 and p97/VCP 
controls ATGL-mediated lipid droplet turnover. Proc. Natl. Acad. Sci. 2013, 110, 1345–
1350. 
[28] Bersuker, K., Olzmann, J.A. In Close Proximity: The Lipid Droplet Proteome and Crosstalk 
With the Endoplasmic Reticulum. Contact 2018, 1, 1–3. 
[29] Dupont, N., Chauhan, S., Arko-Mensah, J., Castillo, E.F., Masedunskas, A., Weigert, R., 
Robenek, H., Proikas-Cezanne, T., Deretic, V. Neutral Lipid Stores and Lipase PNPLA5 
Contribute to Autophagosome Biogenesis. Curr. Biol. 2014, 24, 609–620. 
[30] Kaushik, S., Cuervo, A.M. Degradation of lipid droplet-associated proteins by 
chaperone-mediated autophagy facilitates lipolysis. Nat. Cell Biol. 2015, 17, 759–770. 
[31] Velikkakath, A.K.G., Nishimura, T., Oita, E., Ishihara, N., Mizushima, N. Mammalian Atg2 
proteins are essential for autophagosome formation and important for regulation of 
size and distribution of lipid droplets. Mol. Biol. Cell 2012, 23, 896–909. 
[32] Bersuker, K., Olzmann, J.A. Establishing the lipid droplet proteome: Mechanisms of lipid 
droplet protein targeting and degradation. Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Biol. Lipids 
2017, 1862, 1166–1177. 
[33] Currie, E., Guo, X., Christiano, R., Chitraju, C., Kory, N., Harrison, K., Haas, J., Walther, 
T.C., Farese, R. V. High confidence proteomic analysis of yeast LDs identifies additional 
droplet proteins and reveals connections to dolichol synthesis and sterol acetylation. J. 
Lipid Res. 2014, 55, 1465–1477. 
[34] Liu, M., Ge, R., Liu, W., Liu, Q., Xia, X., Lai, M., Liang, L., Li, C., Song, L., Zhen, B., Qin, J., 
Ding, C. Differential proteomics profiling identifies LDPs and biological functions in high-
fat diet-induced fatty livers. J. Lipid Res. 2017, 58, 681–694. 
[35] Rösch, K., Kwiatkowski, M., Hofmann, S., Schöbel, A., Grüttner, C., Wurlitzer, M., 
Schlüter, H., Herker, E. Quantitative Lipid Droplet Proteome Analysis Identifies Annexin 
A3 as a Cofactor for HCV Particle Production. Cell Rep. 2016, 16, 3219–3231. 
[36] Chen, X., Xu, S., Wei, S., Deng, Y., Li, Y., Yang, F., Liu, P. Comparative Proteomic Study of 
Fatty Acid-treated Myoblasts Reveals Role of Cox-2 in Palmitate-induced Insulin 
Resistance. Sci. Rep. 2016, 6, 1–12. 
[37] Li, L., Zhang, H., Wang, W., Hong, Y., Wang, J., Zhang, S., Xu, S., Shu, Q., Li, J., Yang, F., 
Zheng, M., Qian, Z., Liu, P. Comparative proteomics reveals abnormal binding of ATGL 
and dysferlin on lipid droplets from pressure overload-induced dysfunctional rat hearts. 
Sci. Rep. 2016, 6, 1–13. 
[38] Yamaguchi, T., Fujikawa, N., Nimura, S., Tokuoka, Y., Tsuda, S., Aiuchi, T., Kato, R., 
Obama, T., Itabe, H. Characterization of lipid droplets in steroidogenic MLTC-1 Leydig 
cells: Protein profiles and the morphological change induced by hormone stimulation. 
Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Biol. Lipids 2015, 1851, 1285–1295. 
[39] Wang, W., Wei, S., Li, L., Su, X., Du, C., Li, F., Geng, B., Liu, P., Xu, G. Proteomic analysis 
of murine testes lipid droplets. Sci. Rep. 2015, 5, 1–19. 
53 
 
[40] Dahlhoff, M., Fröhlich, T., Arnold, G.J., Müller, U., Leonhardt, H., Zouboulis, C.C., 
Schneider, M.R. Characterization of the sebocyte lipid droplet proteome reveals novel 
potential regulators of sebaceous lipogenesis. Exp. Cell Res. 2015, 332, 146–155. 
[41] Baumeier, C., Kaiser, D., Heeren, J., Scheja, L., John, C., Weise, C., Eravci, M., Lagerpusch, 
M., Schulze, G., Joost, H.G., Schwenk, R.W., Schürmann, A. Caloric restriction and 
intermittent fasting alter hepatic lipid droplet proteome and diacylglycerol species and 
prevent diabetes in NZO mice. Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Biol. Lipids 2015, 1851, 
566–576. 
[42] Saka, H.A., Thompson, J.W., Chen, Y.S., Dubois, L.G., Haas, J.T., Moseley, A., Valdivia, 
R.H. Chlamydia trachomatis infection leads to defined alterations to the lipid droplet 
proteome in epithelial cells. PLoS One 2015, 10, 1–27. 
[43] Eichmann, T.O., Grumet, L., Taschler, U., Hartler, J., Heier, C., Woblistin, A., Pajed, L., 
Kollroser, M., Rechberger, G., Thallinger, G.G., Zechner, R., Haemmerle, G., 
Zimmermann, R., Lass, A. ATGL and CGI-58 are lipid droplet proteins of the hepatic 
stellate cell line HSC-T6. J. Lipid Res. 2015, 56, 1972–84. 
[44] Khan, S.A., Wollaston-Hayden, E.E., Markowski, T.W., Higgins, L., Mashek, D.G. 
Quantitative analysis of the murine lipid droplet-associated proteome during diet-
induced hepatic steatosis. J. Lipid Res. 2015, 56, 2260–72. 
[45] Khor, V.K., Ahrends, R., Lin, Y., Shen, W.-J.J., Adams, C.M., Roseman, A.N., Cortez, Y., 
Teruel, M.N., Azhar, S., Kraemer, F.B. The proteome of cholesteryl-ester-enriched 
versus triacylglycerol-enriched lipid droplets. PLoS One 2014, 9, 1–11. 
[46] Su, W., Wang, Y., Jia, X., Wu, W., Li, L., Tian, X., Li, S., Wang, C., Xu, H., Cao, J., Han, Q., 
Xu, S., Chen, Y., Zhong, Y., Zhang, X., Liu, P., Gustafsson, J.-A., Guan, Y. Comparative 
proteomic study reveals 17β-HSD13 as a pathogenic protein in nonalcoholic fatty liver 
disease. Proc. Natl. Acad. Sci. 2014, 111, 11437–11442. 
[47] Crunk, A.E., Monks, J., Murakami, A., Jackman, M., Maclean, P.S., Ladinsky, M., Bales, 
E.S., Cain, S., Orlicky, D.J., McManaman, J.L. Dynamic regulation of hepatic lipid droplet 
properties by diet. PLoS One 2013, 8, e67631. 
[48] Beilstein, F., Bouchoux, J., Rousset, M., Demignot, S. Proteomic Analysis of Lipid 
Droplets from Caco-2/TC7 Enterocytes Identifies Novel Modulators of Lipid Secretion. 
PLoS One 2013, 8, 1–17. 
[49] Ding, Y., Wu, Y., Zeng, R., Liao, K. Proteomic profiling of lipid droplet-associated proteins 
in primary adipocytes of normal and obese mouse. Acta Biochim. Biophys. Sin. 2012, 
44, 394–406. 
[50] Larsson, S., Resjö, S., Gomez, M.F., James, P., Holm, C. Characterization of the Lipid 
Droplet Proteome of a Clonal Insulin-producing β-Cell Line (INS-1 832/13). J. Proteome 
Res. 2012, 11, 1264–1273. 
[51] Zhang, H., Wang, Y., Li, J., Yu, J., Pu, J., Li, L., Zhang, H., Zhang, S., Peng, G., Yang, F., Liu, 
P. Proteome of skeletal muscle lipid droplet reveals association with mitochondria and 
apolipoprotein a-I. J. Proteome Res. 2011, 10, 4757–68. 
[52] Kanshin, E., Wang, S., Ashmarina, L., Fedjaev, M., Nifant’ev, I., Mitchell, G.A., 
54 
 
Pshezhetsky, A. V. The stoichiometry of protein phosphorylation in adipocyte lipid 
droplets: Analysis by N-terminal isotope tagging and enzymatic dephosphorylation. 
Proteomics 2009, 9, 5067–5077. 
[53] Bartz, R., Zehmer, J.K., Zhu, M., Chen, Y., Serrero, G., Zhao, Y., Liu, P. Dynamic activity 
of lipid droplets: protein phosphorylation and GTP-mediated protein translocation. J. 
Proteome Res. 2007, 6, 3256–65. 
[54] Si, Y.C., Eui, S.S., Pil, J.P., Dong, W.S., Hui, K.C., Kim, D., Hyoung, H.L., Jeong, H.L., Shin, 
H.K., Min, J.S., Chang, I.S., Ok, S.L., Tae, R.L. Identification of mouse Prp19p as a lipid 
droplet-associated protein and its possible involvement in the biogenesis of lipid 
droplets. J. Biol. Chem. 2007, 282, 2456–2465. 
[55] Wan, H.-C., Melo, R.C.N., Jin, Z., Dvorak, A.M., Weller, P.F. Roles and origins of leukocyte 
lipid bodies: proteomic and ultrastructural studies. FASEB J. 2007, 21, 167–178. 
[56] Turró, S., Ingelmo-Torres, M., Estanyol, J.M., Tebar, F., Fernández, M.A., Albor, C. V, 
Gaus, K., Grewal, T., Enrich, C., Pol, A. Identification and characterization of associated 
with lipid droplet protein 1: A novel membrane-associated protein that resides on 
hepatic lipid droplets. Traffic 2006, 7, 1254–69. 
[57] Sato, S., Fukasawa, M., Yamakawa, Y., Natsume, T., Suzuki, T., Shoji, I., Aizaki, H., 
Miyamura, T., Nishijima, M. Proteomic profiling of lipid droplet proteins in hepatoma 
cell lines expressing hepatitis C virus core protein. J. Biochem. 2006, 139, 921–930. 
[58] Umlauf, E., Csaszar, E., Moertelmaier, M., Schuetz, G.J., Parton, R.G., Prohaska, R. 
Association of stomatin with lipid bodies. J. Biol. Chem. 2004, 279, 23699–23709. 
[59] Fujimoto, Y., Itabe, H., Sakai, J., Makita, M., Noda, J., Mori, M., Higashi, Y., Kojima, S., 
Takano, T. Identification of major proteins in the lipid droplet-enriched fraction isolated 
from the human hepatocyte cell line HuH7. Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Res. 2004, 
1644, 47–59. 
[60] Liu, P., Ying, Y., Zhao, Y., Mundy, D.I., Zhu, M., Anderson, R.G.W.W. Chinese Hamster 
Ovary K2 Cell Lipid Droplets Appear to be Metabolic Organelles Involved in Membrane 
Traffic. J. Biol. Chem. 2004, 279, 3787–3792. 
[61] Brasaemle, D.L., Dolios, G., Shapiro, L., Wang, R. Proteomic analysis of proteins 
associated with lipid droplets of basal and lipolytically stimulated 3T3-L1 adipocytes. J. 
Biol. Chem. 2004, 279, 46835–46842. 
[62] Wu, C.C., Howell, K.E., Neville, M.C., Yates, J.R., McManaman, J.L. Proteomics reveal a 
link between the endoplasmic reticulum and lipid secretory mechanisms in mammary 
epithelial cells. Electrophoresis 2000, 21, 3470–3482. 
[63] Martin, S., Driessen, K., Nixon, S.J., Zerial, M., Parton, R.G. Regulated Localization of 
Rab18 to Lipid Droplets. J. Biol. Chem. 2005, 280, 42325–42335. 
[64] Liu, P., Bartz, R., Zehmer, J.K., Ying, Y., Zhu, M., Serrero, G., Anderson, R.G.W. Rab-
regulated interaction of early endosomes with lipid droplets. Biochim. Biophys. Acta 
2007, 1773, 784–93. 
[65] Smirnova, E., Goldberg, E.B., Makarova, K.S., Lin, L., Brown, W.J., Jackson, C.L. ATGL has 
55 
 
a key role in lipid droplet/adiposome degradation in mammalian cells. EMBO Rep. 2006, 
7, 106–13. 
[66] Wolins, N.E., Skinner, J.R., Schoenfish, M.J., Tzekov, A., Bensch, K.G., Bickel, P.E. 
Adipocyte protein S3-12 coats nascent lipid droplets. J. Biol. Chem. 2003, 278, 37713–
21. 
[67] Brasaemle, D.L., Barber, T., Wolins, N.E., Serrero, G., Blanchette-Mackie, E.J., Londos, 
C. Adipose differentiation-related protein is an ubiquitously expressed lipid storage 
droplet-associated protein. J. Lipid Res. 1997, 38, 2249–63. 
[68] Caldas, H., Herman, G.E. NSDHL, an enzyme involved in cholesterol biosynthesis, traffics 
through the Golgi and accumulates on ER membranes and on the surface of lipid 
droplets. Hum. Mol. Genet. 2003, 12, 2981–91. 
[69] Horiguchi, Y., Araki, M., Motojima, K. Identification and characterization of the ER/lipid 
droplet-targeting sequence in 17beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 11. Arch. 
Biochem. Biophys. 2008, 479, 121–30. 
[70] Zehmer, J.K., Bartz, R., Bisel, B., Liu, P., Seemann, J., Anderson, R.G.W. Targeting 
sequences of UBXD8 and AAM-B reveal that the ER has a direct role in the emergence 
and regression of lipid droplets. J. Cell Sci. 2009, 122, 3694–702. 
[71] Zehmer, J.K., Bartz, R., Liu, P., Anderson, R.G.W. Identification of a novel N-terminal 
hydrophobic sequence that targets proteins to lipid droplets. J. Cell Sci. 2008, 121, 
1852–1860. 
[72] Spandl, J., Lohmann, D., Kuerschner, L., Moessinger, C., Thiele, C. Ancient ubiquitous 
protein 1 (AUP1) localizes to lipid droplets and binds the E2 ubiquitin conjugase G2 
(Ube2g2) via its G2 binding region. J. Biol. Chem. 2011, 286, 5599–606. 
[73] Poppelreuther, M., Rudolph, B., Du, C., Großmann, R., Becker, M., Thiele, C., Ehehalt, 
R., Füllekrug, J. The N-terminal region of acyl-CoA synthetase 3 is essential for both the 
localization on lipid droplets and the function in fatty acid uptake. J. Lipid Res. 2012, 53, 
888–900. 
[74] Subramanian, V., Rothenberg, A., Gomez, C., Cohen, A.W., Garcia, A., Bhattacharyya, S., 
Shapiro, L., Dolios, G., Wang, R., Lisanti, M.P., Brasaemle, D.L. Perilipin A mediates the 
reversible binding of CGI-58 to lipid droplets in 3T3-L1 adipocytes. J. Biol. Chem. 2004, 
279, 42062–71. 
[75] Currie, E., Schulze, A., Zechner, R., Walther, T.C., Farese, R. V. Cellular fatty acid 
metabolism and cancer. Cell Metab. 2013, 18, 153–161. 
[76] Pucer, A. Vloga sekretornih fosfolipaz A2 pri raku dojke. Mednarodna podiplomska šola 
Jožefa Stefana. Doktorska disertacija, 2014. 
[77] Zhang, P., Na, H., Liu, Z., Zhang, S., Xue, P., Chen, Y., Pu, J., Peng, G., Huang, X., Yang, F., 
Xie, Z., Xu, T., Xu, P., Ou, G., Zhang, S.O., Liu, P. Proteomic Study and Marker Protein 
Identification of Caenorhabditis elegans Lipid Droplets. Mol. Cell. Proteomics 2012, 11, 
317–328. 




[79] Long, M., Tao, S., Vega, D., Jiang, T., Wen, Q., Sophia, L. Isolation of Lipid Droplets from 
Cells by Density Gradient. 2016, 8, 444–454. 
[80] Blatnik, T. Kvantitativna proteomska analiza s sekretorno fosfolipazo A2 induciranih 
lipidnih kapljic v celicah raka dojke. Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, 
Univerza v Ljubljani. Magistrsko delo, 2017. 
[81] Garten, A., Petzold, S., Körner, A., Imai, S., Kiess, W. Nampt: linking NAD biology, 
metabolism and cancer. Trends Endocrinol. Metab. 2009, 20, 130–138. 
[82] Hsieh, K., Lee, Y.K., Londos, C., Raaka, B.M., Dalen, K.T., Kimmel, A.R. Perilipin family 
members preferentially sequester to either triacylglycerol-specific or cholesteryl-ester-
specific intracellular lipid storage droplets. J. Cell Sci. 2012, 125, 4067–76. 
[83] Nagode, T. Vpliv polinenasičenih maščobnih kislin na nastanek lipidnih kapljic pri celicah 
raka dojke T-47D. Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani. 
Diplomsko delo, 2015. 
[84] Guštin, E. Vpliv sekretorne fosfolipaze A2 in nenasičenih maščobnih kislin na vsebnost 
lipidnih kapljic v celicah raka materničnega vratu. Fakulteta za kemijo in kemijsko 
tehnologijo, Univerza v Ljubljani. Diplomsko delo, 2015. 
[85] Ohashi, M., Mizushima, N., Kabeya, Y., Yoshimori, T. Localization of mammalian 
NAD(P)H steroid dehydrogenase-like protein on lipid droplets. J. Biol. Chem. 2003, 278, 
36819–29. 
[86] Kassan, A., Herms, A., Fernández-Vidal, A., Bosch, M., Schieber, N.L., Reddy, B.J.N., 
Fajardo, A., Gelabert-Baldrich, M., Tebar, F., Enrich, C., Gross, S.P., Parton, R.G., Pol, A. 
Acyl-CoA synthetase 3 promotes lipid droplet biogenesis in ER microdomains. J. Cell 
Biol. 2013, 203, 985–1001. 
 
